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Introduction et objectifs de la these
La d
ecouverte des rayons X en 1895 par Roentgen, celle du radium et du polonium
par Pierre et Marie Curie en 1898 et la decouverte de la radioactivite de l'uranium
en 1896 par Becquerel, ont donne le signal de progres qui ont revolutionne la physique et
la medecine du XXme siecle. En 1897, Thomson decouvre l'electron a partir d'experiences
eectuees sur l'ionisation des gaz. Il inaugure une voie qui conduit a la determination de
son ro^le dans la matiere et a l'electronique. Planck propose la mecanique quantique en
1903. Einstein etablit l'equivalence matiere-energie en 1905 et ouvre la voie de l'energie
nucleaire. Il met en evidence, la me^me annee, la double nature corpusculaire et ondula-
toire des photons. La structure des atomes est avancee par Rutherford en 1912 a partir
d'experiences eectuees a l'aide d'un faisceau de particules alpha dirige contre une mince
feuille d'or.
Le domaine medical a benecie tres to^t de ces avancees scientiques. La radiobiologie
na^t sous l'impulsion de Barthelemy et Oudin qui obtiennent la premiere radiographie en
1896. Science basee sur l'etude des eets des rayonnements et notamment des rayonne-
ments ionisants sur les e^tres vivants, aujourd'hui la radiobiologie s'etend aussi a l'etude
des moyens de s'en preserver, des traitements a suivre en cas d'irradiation et de leur em-
ploi pour proceder a des investigations dans le corps humain.
Les consequences dramatiques des evenements d'Hiroshima et Nagasaki en 1945 et la prise
de conscience par l'opinion publique des potentialites de l'energie nucleaire ont accelere
dans les annees 1950 la mise en place de regles de radioprotection. Ces regles doivent as-
surer la protection du public et des travailleurs. Elles s'appliquent egalement au domaine
medical dans le respect du rapport benece/risque. Toutes ces normes evoluent au l des
progres de la connaissance scientique des eets biologiques des rayonnements.
Aujourd'hui, il est indeniable que des progres considerables ont ete realises sur la connais-
sance des risques lies aux rayonnements ionisants depuis la decouverte de la radioactivite.
En eet, les incertitudes se sont reduites ; nous avons actuellement des connaissances ap-
profondies sur les eets des rayonnements a fortes doses et a doses moyennes. Cependant,
pour la plage des faibles doses, l'incertitude demeure. Comprendre comment les rayon-
nements ionisants agissent lors de l'exposition a de faibles doses reste un enjeu majeur,
particulierement dans le cadre d'exposition environnementale notamment du^ au radon
(gaz emmeteur de particules  dans les regions granitiques). Les faibles doses d'irradia-
tion induisent l'apparition d'eets non cibles. Mis en evidence au debut des annees 1990
par Nagasawa and Little (1992), ce concept d'eets non cibles est lie a l'observation de
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dommages dans des cellules non directement ciblees par l'irradiation mais voisines de cel-
lules irradiees.
Apprehender ce concept passe par des etudes de radiobiologie a l'echelle cellulaire. C'est
dans ce cadre que les faisceaux d'ions, d'abord developpes pour des etudes de physique
nucleaire et de physique des particules, se sont recemment averes e^tre des outils ecaces
avec un fort potentiel pour l'investigation des mecanismes de reparation et de signalisation
a l'echelle de la cellule. Ces faisceaux de taille micrometrique presentent une resolution
spatiale inferieure a la taille d'une cellule, ce qui permet une irradiation ciblee. L'intere^t
d'un dispositif de type microfaisceau pour mener des etudes de dommages radiologiques
a l'echelle cellulaire est double. Tout d'abord, chaque cellule peut e^tre irradiee indivi-
duellement, parfois en ciblant uniquement certains compartiments cellulaires (noyau ou
cytoplasme). Ensuite, un nombre de particules predetermine peut e^tre delivre sur cible,
ce qui permet par consequent de ma^triser parfaitement la dose deposee.
Les travaux eectues au cours de cette these sont realises dans le cadre du developpement
d'une plateforme d'irradiation par microfaisceau d'ions dediee a la radiobiologie au Labo-
ratoire Pierre Sue du CEA de Saclay. Cette etude se place donc a l'interface entre deux
domaines, la physique et la biologie, ce qui conditionne le double objectif de ces travaux.
L'objectif premier consiste a elaborer une plateforme d'irradiation biocompatible, c'est-
a-dire favorisant de facon optimale la pratique de la biologie cellulaire au sein de l'ins-
tallation. Les conditions experimentales pour la realisation d'irradiations ciblees doivent
e^tre denies de facon a ce que la plateforme fonctionne en routine. Le second objectif se
place plus particulierement dans le contexte radiobiologique avec l'utilisation de la plate-
forme d'irradiation. Il s'agit d'etudier la reponse au voisinage de cultures cellulaires suite a
l'irradiation ciblee de particules . Plus particulierement, les evenements induisant la ge-
neration d'especes reactives de l'oxygene dans les cellules ciblees et voisines seront etudies.
Ce memoire se decompose en quatre parties dont la premiere expose la nature des rayon-
nements ionisants et la consequence de leur absorption dans la matiere vivante. Cette
premiere partie se veut la plus complete possible, rassemblant le domaine de la physique
et de la biologie an de rendre la thematique abordee accessible a tout lecteur. La pro-
blematique liee a l'etude des eets non cibles et particulierement l'eet de voisinage sera
abordee par la suite. Les processus biologiques mis en jeu et les implications des micro-
faisceaux d'ions dans cette thematique seront notamment approfondis.
La methodologie, les techniques et les procedures mises en places lors de ces travaux font
l'objet de la deuxieme partie du memoire. L'ensemble des protocoles mis en place ont
necessite une adaptation particuliere pour permettre une analyse cellule a cellule.
Ensuite, an de repondre au double objectif des travaux de la these, la troisieme partie
developpe les resultats obtenus. Une grande partie du travail est consacree au develop-
pement de la plateforme en terme de biocompatibilite puis a la denition des conditions
experimentales. Au sein de l'installation, la determination des choix experimentaux pour
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la reconnaissance et l'enregistrement des coordonnees des cibles avant et apres irradiation
est une etape indispensable an d'identier la population cellulaire ciblee et voisine.
Cette etude est realisee sur une lignee normale osteoblastique nommee MC3T3-E1. Le
choix de la lignee cellulaire utilisee pour cette etude a ete etabli dans le cadre d'une
collaboration developpee avec l'equipe Toxicologie Humaine et Environnementale du la-
boratoire Pierre Sue dont une partie des travaux consiste a etudier la toxicologie des
materiaux issus du nucleaire et notamment l'uranium (pour reference, these de Milgram,
2008). L'uranium est un metal lourd ayant a la fois une toxicite chimique et radiologique.
Lors d'une contamination interne, l'uranium se xe au niveau d'organes cibles tels que le
foie ou les os. Dans les os, l'uranium est internalise a la place du calcium et peut donc e^tre
stocke plusieurs dizaines d'annees. L'utilisation du microfaisceau d'ions permettant une
irradiation ciblee autoriserait, a long terme, la mise en place d'etudes etablissant l'impor-
tance de la toxicite radiologique de l'uranium dans la survenue de cancers osseux.
Dans le cadre de cette these, les travaux menes sur la lignee MC3T3-E1 consistent dans
un premier temps a caracteriser la reponse cellulaire suite a l'irradiation par microfais-
ceau de particules , et ce an de mettre ou non en evidence une reponse au voisinage
dans les conditions experimentales precedemment etablies. La caracterisation de la re-
ponse cellulaire est basee sur l'observation de dommages a l'ADN ou de la survenue de
mort cellulaire.
Enn, l'implication des especes reactives de l'oxygene est etudiee par le biais de techniques
d'observations directes dans les deux populations cellulaires ciblees et voisines identiees.
Ces travaux portant sur la reponse cellulaire suite a l'irradiation ciblee sont basees sur
l'etablissement d'une cinetique comparative entre les dierents evenements cellulaires mis
en evidence.
L'ensemble, discute dans la derniere partie de se memoire, vise a mieux comprendre l'eet
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1.1. Les dierents types de rayonnements ionisants
Le premier chapitre denit et presente les radiations ionisantes en fonction de leurnature physique et des consequences chimiques de leur absorption dans la matiere
vivante. Ceci permet d'apprehender la nature me^me des rayonnements et de preciser les
notions de mesures qui leur sont associees. Cette physico-chimie des radiations est remise
dans un contexte societal tel que l'utilisation des rayonnements en medecine, que se soit
pour le diagnostic ou la therapie.
1.1 Les dierents types de rayonnements ionisants
1.1.1 Rayonnements ionisants : denition
Les rayonnements ionisants trouvent leur origine dans un phenomene physique naturel : la
radioactivite. La radioactivite est denie par l'emission d'energie resultant de la trans-
formation d'un noyau instable vers un etat stable. Cette transformation en un ou plusieurs
noyaux va s'accompagner de l'elimination de l'energie excedentaire sous forme de rayonne-
ments de dierents types (voir gure 1.1) : particules , electrons () ou photons (rayons
X ou ).
Figure 1.1 { La radioactivite correspond a la faculte que possedent certains elements a se
transformer spontanement en un autre element par desintegration du noyau atomique avec
emission de particules alpha ou be^ta ou rayonnements electromagnetiques appeles rayons X
et rayons gamma (gure adaptee de www.andra.fr).
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L'absorption de l'energie des radiations dans la matiere, et notamment la matiere bio-
logique, peut conduire a deux types de reactions : l'excitation ou l'ionisation de la matiere.
L'excitation se produit lorsque un electron de l'atome ou de la molecule s'eleve a une
energie superieure sans pour autant e^tre ejecte. Par contre, si les radiations ont une ener-
gie susante pour ejecter un ou plusieurs de ces electrons, il s'agit de l'ionisation ; ce
type de radiation est donc appelee « radiation ionisante ».
Une caracteristique importante de ces radiations ionisantes est le relargage consequent
et localise d'energie. En eet, l'energie dissipee par evenement de ionisation dans l'air
est d'environ 33 eV, ce qui est largement susant pour entra^ner la cassure d'une liaison
chimique de forte energie telle qu'une liaison carbone-carbone par exemple dont l'energie
de liaison est de 4,9 eV.
De facon usuelle, les rayonnements ionisants sont classes comme etant soit electromagne-
tiques, soit particulaires. Ces deux categories de rayonnements sont developpees ci-dessous.
1.1.2 Les rayonnements electromagnetiques
La majorite des experimentations sur systemes biologiques implique les rayons X ou ,
deux formes de radiations electromagnetiques.
Ces deux rayonnements sont de me^me nature et presentent les me^mes proprietes ; la de-
signation X ou  reetant simplement la facon dont ils sont produits (les rayons X sont
produits de facon extranucleaire tandis que les rayons , de facon intranucleaire).
En termes pratiques, ceci signie que les rayons X sont produits par de grands instru-
ments, accelerant les electrons a de hautes vitesses, puis les stoppant ensuite brutalement
par impact sur une cible constituee generalement d'or ou de tungstene ; une partie de
l'energie cinetique des electrons est alors convertie en rayons X. Les electrons du faisceau
peuvent egalement interagir avec le champ coulombien du noyau des atomes et e^tre de-
vies et freines, en emettant des rayons X caracteristiques (rayonnement de freinage ou
Bremsstrahlung). Les rayons , quant a eux, sont emis par des isotopes radioactifs ; ils
vehiculent l'exces d'energie cede lors de la scission du noyau instable pour atteindre un
niveau d'energie stable. Ces rayonnements etant de me^me nature, tout ce qui est expose
dans ce chapitre au sujet des rayons X est aussi valable pour les rayons .
Les rayons X peuvent e^tre consideres selon deux points de vue distincts. Le premier point
de vue les decrit comme etant constitues d'ondes electriques et magnetiques ; les champs
electrique et magnetique sont plans et disposes a angle droit l'un de l'autre. Les ondes se
deplacent avec une velocite c qui, dans le vide, a une valeur de 3.1010 cm.s 1. La distance
entre deux pics successifs de l'onde correspond a la longueur d'onde  et le nombre de
vagues passant a un point xe par seconde decrit la frequence . Le produit de la frequence
et de la longueur d'onde donne la velocite de l'onde ;  x  = c.
Comme les rayons X, les ondes radio, radar et la lumiere visible sont aussi des radiations
electromagnetiques. Ils ont tous la me^me velocite c, mais ont dierentes longueurs d'ondes
et donc dierentes frequences. Pour exemple, une onde radio peut avoir comme distance
inter-pic une longueur de 300 metres, alors que cette me^me distance est d'environ 500
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millieme de centimetre (5.10 5 cm) pour la lumiere visible. La longueur d'onde des rayons
X, quant a elle, est d'environ 100 millionieme de centimetre (10 8 cm). Ainsi, les rayons
X et  occupent dans le spectre electromagnetique, la place des plus courtes longueurs
d'onde.
L'autre point de vue consiste a considerer les rayons X et autres rayonnements electroma-
gnetiques comme etant des particules d'energie. Chacune de ces particules contient une
quantite d'energie (E) egale a h, ou h est la constante de Plank et , la frequence. Si
un rayonnement a une grande longueur d'onde et donc une faible frequence, alors l'ener-
gie par photon est proportionnellement petite. Et inversement, si une radiation donnee a
une courte longueur d'onde et donc une grande frequence, alors l'energie par photon est
grande. Cette relation numerique entre energie de photon (exprime en kiloelectron volts 1)




Par exemple, des rayons X d'une longueur d'onde de 0,1 A correspondent a une energie
de 124 KeV.
Ce concept des rayons X consideres comme composes de photons est tres important en
radiobiologie. En eet, l'energie des rayons X deposee dans les tissus ou les cellules est
quantiee a partir de l'energie des photons.
1.1.3 Les rayonnements particulaires
Les autres types de rayonnements aussi utilises experimentalement correspondent aux
electrons, aux protons, aux particules , aux neutrons et aux ions lourds charges. Cer-
tains sont deja utilises en radiotherapie.
Les electrons sont petits, charges negativement, et peuvent e^tre acceleres a haute ener-
gie, a une vitesse proche de la vitesse de la lumiere a l'aide de grands instruments
tels que les be^tatrons, ou des accelerateurs lineaires. Les electrons sont largement
utilises en therapie anticancereuse.
Les protons sont charges positivement et sont relativement massifs (leur masse est
approximativement 2000 fois plus grande que celle des electrons). A cause de leur
masse, leur utilisation pour le traitement des cancers requiert des equipements spe-
cialises, tels que des accelerateurs de particules ou cyclotrons, pour les accelerer a
une energie susante, mais ils sont tout de me^me utilises en therapie anticancereuse
dans des etablissements tres specialises ; il s'agit de la protontherapie. Dans la na-
ture, la Terre, protegee par l'atmosphere et le champ magnetique qui l'entoure, reste
1. Le kiloelectron volt (KeV) est une unite d'energie correspondant a l'energie possedee par un electron
ayant ete accelere a 1000 volts.
2. l'angstrom (A) est une unite de longueur correspondant a 10 8 cm.
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neanmoins exposee a un rayonnement de protons provenant du soleil. Les protons
representent un danger majeur pour les astronautes en missions longue duree dans
l'espace.
Les particules  correspondent a un noyau d'helium et sont donc constituees de deux
protons et deux neutrons. Ces particules sont chargees positivement et peuvent e^tre
accelerees par le me^me type d'equipement que les protons. Les particules  sont
emises naturellement par la desintegration de radionucleides lourds tels que l'ura-
nium ou le radium. Elles sont responsables de la majorite du rayonnement naturel
auquel sont exposees en general les populations, et representent un danger de plus
en plus pris en consideration dans les regions granitiques ou le radon, issu de la des-
integration du radium, est le plus present. L'exposition au radon et a ses produits
de liation represente environ la moitie de l'exposition naturelle, avec des niveaux
variables de la dizaine a plusieurs centaines de Bq/m3 selon les pays, les conditions
locales, les environnements professionnels ou domestiques. Le principal risque pour
la sante est celui de cancer du poumon, dont la frequence est augmentee dans cer-
tains groupes exposes comme les mineurs d'uranium.
Bien que l'ecacite biologique des particules  soit 5 a 10 fois superieure a celle
des rayons X et , leur penetration faible (elles ne traversent pas une feuille de
papier) ne permet pas de les utiliser en clinique. On utilise par exemple le rayon-
nement  dans les detecteurs de fumee des systemes d'alarme incendie automatique.
Les neutrons sont des particules ayant une masse similaire a celle des protons, mais
ne portent pas de charge. Du fait de leur neutralite, il ne peuvent pas e^tre acceleres
par des accelerateurs de particules. Les neutrons sont produits lorsqu'une particule
chargee, comme un deuteron (noyau de deuterium), est acceleree a une energie su-
samment grande, puis est projetee sur une cible. De me^me ils sont les sous-produits
de reaction lorsqu'un atome radioactif lourd entre en ssion, formant alors deux
atomes plus petits. En consequence, les neutrons sont presents en large quantite
dans les reacteurs nucleaires mais sont aussi parfois emis par quelques radionucleides
articiels. Les neutrons constituent une tres grande partie des radiations spatiales,
et ont une contribution signicative a l'exposition des passagers et equipages des
longs courriers.
Les ions lourds charges sont des noyaux de dierents elements tels que le carbone,
le neon, l'argon ou me^me le fer, qui sont positivement charges car une partie ou
la totalite de leurs electrons ont ete arraches. Pour e^tre utilises en radiotherapie,
comme dans le cas d'hadrontherapie utilisant le carbone, ils doivent e^tre acceleres a
une energie de l'ordre de la centaine de millions de volts et sont donc produits par
quelques equipements tres specialises.
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1.2 Les unites de mesures associees aux rayonnements
ionisants
Les rayonnements ionisants decrits ci-dessus ayant des proprietes physiques dierentes,
des parametres ont ete introduits an de les caracteriser. Il s'agit de la dose absorbee
et du transfert d'energie lineique. La derniere denition concerne le pouvoir d'arre^t des
rayonnements.
La dose absorbee est la quantite d'energie communiquee par le rayonnement a la ma-
tiere traversee par unite de masse. Elle se mesure en Gray (Gy) representant 1 joule
depose dans un kg de matiere (anciennement le rad : 1 Gy = 100 rad).
Dans des milieux vivants, une dose egale deposee par dierents types de radiations
n'aura pas le me^me eet biologique. Un Gray depose par des particules  produit
par exemple plus de dega^ts qu'un Gray depose par des photons X, la dierence
provenant notamment de la geometrie du depo^t d'energie a l'echelle microscopique.
Lors d'irradiations de cellules en culture, cette grandeur est utilisee pour etablir les
relations dose-eet.
Le transfert d'energie lineique (TEL) a ete introduit an de rendre compte de la
distribution spatiale des ionisations. Il permet de caracteriser la qualite d'un rayon-
nement par un nombre sans avoir a decrire le type de particule et son energie. Le
TEL est deni comme etant egal a la quantite d'energie cedee par un rayonnement
lorsqu'il parcourt une distance dx et s'exprime en eV par micrometre (eV.m 1).
TEL =  dE
dx
Le TEL est d'autant plus grand que la particule perd beaucoup d'energie sur une
courte distance ; les ionisations provoquees par le passage d'une particule a bas TEL
seront donc beaucoup plus eparses que les ionisations provoquees par une particule
a haut TEL. Le TEL augmente lineairement avec la densite du milieu et, pour un
milieu donne, il cro^t comme le carre de la charge de la particule et est inversement
proportionnel a son energie cinetique (Ferradini, 1983).
Pouvoir d'arre^t et parcours. Le pouvoir d'arre^t depend du type de particule, de son
energie et des proprietes de la matiere traversee. Car la production d'une paire d'ions
(typiquement un ion positif et un electron) requiert une quantite xe d'energie (a
peu pres 33 eV dans l'air), la densite d'ionisation est proportionnelle au pouvoir
d'arre^t du materiau.
Le pouvoir d'arre^t mesure une propriete du materiau, tandis que la perte d'energie
par cm considere la situation du point de vue de la particule. Mais la valeur et les
unites sont les me^mes :
S(E) =  dE
dx
ou dE est l'energie, dx est la distance parcourue et S(E), la reciproque du pou-
voir d'arre^t. Le pouvoir d'arre^t, et par consequent la densite d'ionisation, croissent
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normalement avec la deceleration : c'est la courbe Bragg, nommee d'apres William
Henry Bragg. Un peu avant la n du parcours, la perte d'energie passe par un maxi-
mum, le pic de Bragg. Ce pic est primordial en radiotherapie (pour mieux cibler les
tumeurs).
Le parcours moyen d'une particule peut donc e^tre calcule en integrant la reciproque
du pouvoir d'arre^t S(E) sur la quantite d'energie.
Seule l'absorption de photons n'est pas decrite par le pouvoir d'arre^t, mais par un
coecient d'absorption car le photon ne perd pas son energie progressivement par
des ionisations successives. Il perd souvent toute son energie en une seule ionisation.
Figure 1.2 { Representation schematique des evenements d'ionisation se produisant sur
le parcours d'une particule en relation avec la courbe de Bragg.
1.3 L'absorption des radiations dans la matiere
1.3.1 Radiations directement ou indirectement ionisantes
Les radiations peuvent e^tre aussi classees selon le fait qu'elles soient directement ou indi-
rectement ionisantes. Toutes les particules chargees citees ci-dessus sont directement io-
nisantes ; c'est-a-dire, sous reserve qu'une particule individuelle ait susamment d'ener-
gie cinetique, que ces particules peuvent casser la structure atomique de la matiere a
travers laquelle elles passent directement et produisent des changement chimiques et bio-
logiques.
A contrario, les rayonnements electromagnetiques et les neutrons sont indirectement
ionisants. Ils ne produisent pas de dommages chimiques ou biologiques par eux-me^mes.
Les dommages apparaissent suite a leur absorption dans la matiere qu'ils traversent. Dans
ce cas, ils deposent leur energie le long de leur trajectoire, produisant de nouvelles parti-
cules chargees capables de deplacements rapides et de produire des dommages. La majeure
partie des ions formes provient, en realite, de ces particules mises en mouvement et non
pas des rayonnements eux-me^mes.
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1.3.2 L'absorption des rayons X
Le processus par lequel les rayons X sont absorbes par la matiere depend de l'energie des
photons et de la composition chimique de la matiere avec laquelle ils interagissent.
A hautes energies, caracteristiques des irradiateurs lineaires ou equipes en Cobalt-60 pour
la radiotherapie, l'eet Compton domine. Au cours de ce processus, les photons inter-
agissent avec un electron considere comme libre car son energie de liaison est negligeable
comparativement a l'energie du photon (gure 1.3).
Une partie de l'energie du photon est transferee a l'electron sous forme d'energie cinetique ;
le photon ainsi deechi de sa trajectoire initiale continue son chemin et peut a nouveau,
avec l'energie residuelle, entrer en collision avec un nouvel electron. La fraction d'energie
perdue par le photon lors d'une collision peut varier entre 0 et 80%.
Figure 1.3 { Eet Compton (schema adapte
de Hall and Giaccia (2006)).
Lors d'une irradiation de tissus par un faisceau de rayons X, resultent de ce type d'interac-
tion de nombreux electrons acceleres, chacun capable d'ioniser d'autre atomes et pouvant
aboutir a la cassure de liaisons chimiques et d'initier ainsi une cascade d'evenements mul-
tiples conduisant a l'apparition de dommages biologiques.
Les photons de basses energies vont quant a eux interagir avec la matiere via l'eet pho-
toelectrique. Au cours de ce processus, les photons interagissent avec un electron lie,
par exemple un electron present sur la couche K, L ou M d'un atome (gure 1.4 page
suivante). Le photon transfere alors totalement son energie a l'electron ; une partie de
cette energie permet d'arracher l'electron de l'atome et l'energie residuelle est transferee
a l'electron sous forme d'energie cinetique.
L'energie cinetique (E) de l'electron ejecte peut s'exprimer de la facon suivante :
E = h   E0
ou h est l'energie du photon incident et E0, l'energie de liaison de l'electron a son orbite.
Le trou laisse par l'ejection de l'electron de son orbite peut alors e^tre comble par un elec-
tron provenant d'une couche plus externe de l'atome ou peut aussi provenir de l'exterieur
de l'atome. Le mouvement d'electron d'une couche a l'autre represente un changement
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Figure 1.4 { Eet photoelectrique (schema
adapte de Hall and Giaccia (2006)).
d'etat d'energie. Cette variation d'energie est compensee par l'emission d'un photon dont
l'energie est caracteristique. Dans les tissus mous, cette radiation caracteristique a une
energie tres faible, typiquement 0,5 keV, et ne provoque aucune consequence biologique.
La consideration des processus d'absorption Compton ou photoelectrique est importante
pour l'application medicale des rayons X pour le diagnostic ou la therapie. Le coecient
d'absorption de masse, pour l'eet Compton est independant du numero atomique de la
matiere absorbante. Au contraire, pour l'eet photoelectrique, ce coecient varie rapide-
ment avec le numero atomique Z, et ce d'un facteur Z3.
Pour le diagnostic en radiologie, la gamme d'energie des photons utilises provoque a la
fois des absorptions de type Compton et photoelectrique. Ces derniers sont en proportion
majoritaire. Comme l'absorption depend en partie du Z, certains tissus a haut Z vont
presenter une absorption beaucoup plus importante que d'autres, c'est le cas notamment
des os riches en calcium, ce qui permet d'obtenir une image reetant ces dierences d'ab-
sorption. En radiotherapie, seules les hautes energies sont utilisees an de favoriser l'eet
Compton. Ceci permet un contro^le de la dose absorbee, alors identique pour chaque type
de tissu.
1.3.3 L'absorption des neutrons
Les neutrons sont des particules neutres. De ce fait, elles sont particulierement penetrantes
dans la matiere comparativement a des particules chargees de me^me masse et energie. Ce
sont des particules indirectement ionisantes et leur interaction avec la matiere est dite soit
elastique soit inelastique.
Les neutrons dierent drastiquement des rayons X dans leur mode d'interaction avec les
tissus. En eet, les neutrons interagissent directement avec le noyau des atomes de la ma-
tiere ce qui provoque la mise en mouvement de dierentes particules (protons, particules
, fragments de noyau).
La collision elastique est le processus dominant pour des neutrons d'energie intermediaire.
Lors de la collision entre le neutron et un noyau, le neutron tranfere une partie de son
energie cinetique au noyau. Le neutron, devie par la collision, continue son chemin avec
l'energie residuelle.
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Dans les tissus mous, ce type d'interaction est dominant, particulierement avec l'atome
d'hydrogene. Ceci s'explique par le fait que l'hydrogene est particulierement abondant
dans ces tissus et que l'hydrogene et les neutrons ont une masse similaire.
Pour des neutrons d'une energie superieure a 6 MeV, la collision de type inelastique de-
vient dominante, leur propension augmentant avec l'energie. Dans ce cas, les neutrons
peuvent interagir avec des atomes plus gros, comme le carbone ou l'oxygene, la collision
produisant jusqu'a 4 particules , nommees produit de spallation. Biologiquement ce phe-
nomene a des consequences d'autant plus importantes que l'energie des neutrons incident
est elevee.
1.4 Chimie de l'absorption des radiations
Apres avoir evoque la nature des rayonnements auxquels notre organisme est soumis,
et la facon dont ils interagissent avec la matiere, nous allons maintenant presenter les
consequences chimiques de ces interactions.
1.4.1 Les eets directs et indirects des radiations
Les eets chimiques des rayonnements ionisants et leurs consequences biologiques resultent
principalement des dommages causes sur la molecule d'ADN, cible critique. Quelque soit
la nature du rayonnement, l'interaction avec le milieu biologique peut conduire a une
lesion directe de cette molecule. En eet, les atomes de la molecule d'ADN peuvent di-
rectement e^tre ionises ou excites initiant ainsi une cascade d'evenements conduisant a
un eet biologique. Considere comme l'eet direct des radiations (voir gure 1.5), ce
processus est dominant en ce qui concerne les radiations a haut TEL tels que les neutrons
ou les particules .
Figure 1.5 { Eets direct et indirect des rayonnements.
Alternativement, les radiations peuvent interagir avec d'autres atomes ou molecules de
la cellule, particulierement la molecule d'eau presente majoritairement en milieu biolo-
gique, produisant des radicaux libres, capables de diuser susamment loin pour atteindre
et endommager d'autres molecules dont l'ADN. Il s'agit de l'eet indirect des radiations
(voir gure 1.5).
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1.4.2 Les radicaux libres
Un radical libre est un atome ou une molecule portant un electron orbital non apparie
sur sa couche externe. Cet etat est associe avec un haut degre de reactivite chimique.
Comme la cellule est composee de 80% d'eau, l'eet indirect des radiations est considere
avec beaucoup d'importance (Ferradini, 1983).
Le resultat de l'interaction entre photons ou particules chargees, telles que les electrons
ou les protons, produit l'ionisation de l'eau, qui peut e^tre exprimee comme suit :
H2O ! H2O+ + e 
H2O
+ est un ion radicalaire. En eet, H2O
+ est charge et contient un electron non
apparie ; par consequent, il est a la fois ion et radical libre. Les ions radicalaires ont une
duree de vie extre^mement courte, de l'ordre de 10 10 seconde. Ils se desintegrent pour
former des radicaux libres, non charges, mais ayant toujours un electron non apparie.
Dans le cas de l'eau, l'ion radicalaire reagit avec une autre molecule d'eau pour former le
radical hydroxyle, lui aussi hautement reactif, note HO: :
H2O
+ +H2O ! H3O+ +HO:
Les radicaux libres reagissent generalement dans le micro-environnement direct de leur site
de production selon dierentes reactions (tableau 1.1). Ces reactions en cascades peuvent
conduire a la production de multiples radicaux et donc d'un stress oxydant. Les especes
reactives de l'oxygene (EROs) regroupent l'ensemble des derives radicalaires de l'oxygene
mais egalement d'autre composes non radicalaires tres reactifs comme le peroxyde d'hy-
drogene H2O2 (tableau 1.2 page ci-contre).
Reactions redox Oxydation X : ! X+ + e 
Reduction X : + e  ! X 
Dismutation X : +X : ! X+ +X 
Recombinaison X : +X : ! X  X




2+ ! HO: + Fe3+ +HO 
Reaction de Fenton
O :2 +H2O2 ! HO: +O2 +HO 
Reaction de Haber Weiss
Table 1.1 { Les principales reactions radicalaires.
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Pouvoir oxydant HO:  RO:  HOO:  ROO:  NO:
Table 1.2 { Les principales especes reactives de l'oxygene.
1.4.3 Echelles de temps
Les echelles de temps impliquees dans les dierents evenements decrits sont tres vastes.
Le processus physique, a partir de l'ionisation initiale, s'inscrit dans un ordre de temps
de 10 15 seconde. Les premiers radicaux produits par l'ejection d'un electron ont genera-
lement une duree de vie de l'ordre de 10 9 seconde dans la cellule tandis que les radicaux
formes a l'ADN (soit par ionisation directe soit par HO:) ont une duree de vie de l'ordre de
10 5 seconde. Mais nalement la periode de temps entre la cassure de liaisons chimiques et
l'expression d'eets biologiques peut e^tre de l'ordre de la minute, de l'heure, de la journee,




{ Les radiations ionisantes regroupent les rayonnements electomagnetiques comme
les rayons X et  et les rayonnements particulaires comme les protons, les
electrons, les particules , les neutrons et les ions lourds chargees.
{ Les radiations peuvent e^tre soit directement soit indirectement ionisantes. Les
radiations indirectement ionisantes interagissent avec la matiere via l'eet
Compton ou photoelectrique (pour les Rayons X et ) ou par collision elastique
ou inelastique (neutrons).
{ L'interaction rayonnement - matiere biologique se produit par action directe
lorsque le rayonnement ionise directement une molecule biologique ou par action
indirecte lorsque le rayonnement interagit avec une molecule d'eau, produisant
ainsi des especes radicalaires.
{ Dans les cellules vivantes, la molecule critique est l'ADN.
{ Le processus physique de l'absorption des rayonnements se produit en 10 15 s.
Le processus chimique entraine la formation de radicaux libres dont la duree de
vie est de 10 5 seconde. Les processus biologiques prennent place dans des ordres
de temps variant de quelques minutes a plusieurs generations.
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2.1. Les eets moleculaires et cellulaires des rayonnements ionisants
L'objectif de ce deuxi
eme chapitre est de presenter l'ensemble des consequences
biologiques des irradiations, comprenant la description des eets moleculaires et cel-
lulaires (en terme de dommages) et la reponse cellulaire a l'irradiation. Le chapitre est
aborde dans un premier temps d'un point de vue general an de permettre d'apprehen-
der les notions biologiques mises en jeux suite a l'irradiation. Dans un deuxieme temps,
ce chapitre introduit le paradigme conventionnel du dommage cible a l'ADN puis les ef-
fets non-cibles et retardes observes a faibles doses d'irradiation, avant de s'attarder plus
particulierement sur l'eet de voisinage.
2.1 Les eets moleculaires et cellulaires des rayonne-
ments ionisants
Les eets biologiques observables apres irradiation au niveau d'un organisme, d'un tissu
ou encore plus precisement au niveau de la cellule, sont la consequence des perturbations
moleculaires induites par les phenomenes d'ionisation et d'excitation precedemment de-
crits, se produisant sur le parcours des rayonnements ionisants. La reponse aux lesions
causees par les eets directs et indirects des rayonnements repose sur des processus com-
plexes et actifs, impliquant de nombreuses proteines. Selon la dose absorbee, et donc la
severite des lesions, ces mecanismes auront in ne un ro^le important pour la vie de la
cellule.
2.1.1 La structure de l'ADN
La transmission des caracteres hereditaires d'une generation a une autre repose sur la
transmission d'une molecule, presente dans toutes les formes du regne vivant, l'acide
desoxyribonucleique (ADN). Mise en evidence des la n du XIXme siecle par Miescher,
Altmann et Kossel, l'ADN a ete modelise en 1953, par Watson et Crick (gure 2.1 page
suivante). Cette molecule contient, sous forme d'un code appele code genetique, toutes les
informations necessaires a la vie et les caracteristiques de chaque individu.
L'ADN se presente sous la forme d'un polymere constitue par l'encha^nement de nucleo-
tides. Le nucleotide est lui-me^me une entite constituee d'un phosphate relie a un sucre, le
2-desoxyribose lui-me^me relie par une liaison N-glycosidique a une base.
Des liaisons phosphodiester en 3' et 5' des 2-desoxyriboses relient ensuite les nucleotides
entre eux. L'ADN comprend 4 bases principales, dont l'encha^nement denit le code ge-
netique : l'adenine (A) et la guanine (G) qui constituent les bases puriques et la thymine
(T) et la cytosine (C) qui constituent les bases pyrimidiques. La polymerisation des nu-
cleotides permet la constitution d'un brin oriente 5'-3' caracterise par la succession des
nucleotides (A, T, G ou C).
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Figure 2.1 { La structure de l'ADN.
2.1.2 Les lesions radio-induites
Le bon fonctionnement d'une cellule et la transmission du patrimoine genetique dependent
de l'integrite de la structure de l'ADN. Toute modication de sa structure ou de l'infor-
mation qu'elle contient peut se reveler critique pour la survie cellulaire et, a plus ou moins
long terme, pour l'organisme.
L'ADN est donc une cible cellulaire decisive des radiations ionisantes, les dommages
ayant des consequences letales (mort cellulaire suite au blocage de la replication) ou
pro-mutagenes (lesions non-reparees induisant des erreurs de replication) pour la cellule
(voir gure 2.2 page ci-contre).
Les radiations ionisantes induisent dierents types de modications, que ce soit de ma-
niere directe par ionisation ou indirecte par la generation d'especes reactives de radicaux
libres (Ward, 1997). Parmi ces diverses lesions, representees dans la gure 2.3 page sui-
vante, peuvent e^tre detectees : des alterations et pertes de bases (sites abasiques), des
modications de sucres, des coupures de cha^nes simple brin (CSB) ou double brin (CDB)
et des pontages avec des proteines (Cadet et al., 2002, 2004). Le nombre et la distribu-
tion de ces dommages ne sont pas aleatoires mais dependent du TEL du rayonnement,
de la structure de l'ADN (simple, double, triple, quadruple brin, forme Z, courbure) et
de certains parametres tels que la temperature, la presence de composes protecteurs ou
sensibilisateurs (pour revue, Rydberg, 2001).
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Figure 2.2 { Consequences biologiques des rayonnements ionisants.
Figure 2.3 { Lesion radio-induites.
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Dommages sur les bases nucleiques de l'ADN Les especes reactives de l'oxygene
sont capables de reagir avec la molecule d'ADN et entra^ner la modication chimique
des bases nucleiques. Plus d'une centaine de modications par oxydation ont ete decrites
a l'heure actuelle (Beckman and Ames, 1997; Cadet et al., 1997; Burrows and Muller,
1998). Les plus importantes sont la 8-oxoguanine, qui est mutagene et peut entraver la
transcription, et la thymine glycol, peu mutagene mais capable de bloquer la replication
et la transcription (Page et al., 2000; Wang et al., 1998).
Le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le desoxyribose, creant
ainsi un site abasique. Cette partie de l'ADN depourvue alors d'une base purique ou py-
rimidique, perd son information genetique pouvant conduire a l'apparition de mutation
pendant la replication (Loeb and Preston, 1986). Les sites abasiques peuvent spontane-
ment se transformer en cassure simple brin.
Dommages sur les desoxyriboses et cassure de brins Les desoxyriboses sont les
composants chimiques principaux du squelette de l'ADN (voir gure 2.1 page 24). Ces
sucres possedent de nombreux sites extre^mement sensibles aux especes reactives de l'oxy-
gene. Leur degradation par oxydation conduit a la formation de cassures simple brin
de la molecule d'ADN. Les radiations ionisantes sont capables d'induire directement ces
cassures via l'ionisation. Dans ce cas, ces dernieres peuvent e^tre multiples et localisees.
Lorsque ces ruptures de cha^nes se produisent a quelques paires de bases de distance,
elles entra^nent la formation de cassures double brin (Sutherland et al., 2000), ce type
de lesions etant particulierement deleteres pour la cellule. En eet, elles constituent un
de particulier pour la machinerie de reparation cellulaire en raison de l'absence de ma-
trice pour la resynthese. Elles peuvent e^tre a l'origine de translocations et d'aberrations
chromosomiques.
Les pontages Ces lesions concernent toute creation de liaison covalente entre les consti-
tuants de l'ADN ou avec une molecule environnante. Ainsi, un pontage peut s'etablir entre
deux bases situees sur des brins opposes de la molecule d'ADN. Ce type de dommages
est fortement cytotoxique car il bloque tout processus necessitant la separation des deux
brins, comme la replication ou la transcription. Ces lesions peuvent e^tre catalysees par
certains produits de la peroxydation radio-induites des lipides.
L'attaque radicalaire peut porter egalement sur les proteines entrant en contact avec
l'ADN pour le proteger (telles les histones) ou pour le lire (telles les enzymes et facteurs
de la replication ou de la transcription). Des pontages entre l'ADN et ces proteines envi-
ronnantes peuvent se former lorsque deux radicaux sont generes a la fois sur l'ADN et au
niveau des acides amines constitutifs des proteines.
Autrement, les dommages indirects peuvent resulter de l'attaque des lipides dont la pe-
roxydation genere des aldehydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de l'ADN
(Regulus et al., 2007).
Lesions radio-induites sur la membrane lipidique Les lipides et les acides gras
insatures, constituants du double feuillet phospholipidique, sont la cible privilegiee de
l'attaque par le radical hydroxyl via une reaction appelee peroxydation lipidique (So-
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mosy, 2000).
Les dommages oxydants sur les phospholipides vont perturber l'integrite de la membrane
et modier la uidite membranaire et par consequent sa permeabilite (Somosy, 2000). Ceci
entra^ne des consequences sur le fonctionnement de nombreux recepteurs et transporteurs
et donc sur la transduction des signaux. Toute alteration de la membrane par les radi-
caux peut, en particulier, e^tre responsable de la modication des ux calciques, lesquels
sont impliques dans les mecanismes apoptotiques (Chen and Chung, 1996). De plus, les
peroxydes formes par cette reaction et les produits de degradation de ces derives, comme
le malonedialdehyde (MDA) (Chaudhary et al., 1996) ou le 4-hydroxynonenal (4-HNE)
(Chen and Chung, 1996), peuvent modier a leur tour l'ADN cellulaire.
2.2 Reponses cellulaires : activation des voies de si-
gnalisation
Suite a l'irradiation dierentes voies de signalisation sont activees, notamment la signali-
sation issue de la membrane cytoplasmique (activant une serie de MAP kinases) ou encore
une signalisation activee par les dommages a l'ADN et mettant en jeux les proteines ATM
ou ATR (pour revue, Valerie et al., 2007). Ces signalisations conduisent a deux reponses
cellulaires principales chez les cellules de mammiferes. La premiere consiste en l'activation
de la transcription de genes, dont les produits sont impliques dans les blocages tempo-
raires du cycle cellulaire et dans la reparation de l'ADN. La deuxieme reponse survient
consecutivement a l'echec de la premiere, il s'agit de la mort programmee : l'apoptose
radio-induite.
2.2.1 Les voies de contro^le du cycle cellulaire
Le cycle cellulaire peut se schematiser par une sequence de quatre etapes (gure 2.4 page
suivante). La cellule peut e^tre quiescente (phase G0), elle peut e^tre engagee dans un cycle
cellulaire (phase G1), dupliquer son ADN en phase S, se situer en phase G2 (avant mitose)
ou enn entrer en mitose (repartition du materiel genetique entre les deux cellules lles).
En general, les cellules ne progressent pas dans la phase suivante du cycle cellulaire avant
d'avoir acheve tous les evenements associes a la phase precedente. Pour cela, des meca-
nismes de surveillance permettent a la cellule de s'assurer de l'execution complete des
evenements d'une phase avant d'initier les evenements associes a la phase suivante et
assurent ainsi une duplication et une transmission dele du genome aux cellules lles re-
sultant de la division cellulaire.
La machinerie moleculaire du cycle cellulaire est composee de facteurs de regulation qui
contro^lent la progression dans le cycle cellulaire. Dierents points de contro^les, le point de
restriction R en G1, le passage de G1 en S, le passage de G2 en M, sont sous le contro^le
d'une famille de proteines kinases a serine/threonine de petite taille de 35 a 40 kDa, les
kinases dependantes des cyclines (CDK).
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Figure 2.4 {
Cycle cellulaire d'une cellule eucaryote.
Figure 2.5 { Representation simpliee des mecanismes de surveillance du cycle cellulaire
(G1 et G2 checkpoints) apres irradiation d'apres Teyssier F (1999). Les mecanismes de
surveillance du cycle cellulaire mettent en jeu des cascades de proteines kinases induites
par les lesions de l'ADN et les dommages membranaires radio-induits. Les principaux
arre^ts ont lieu en phase G2 et G1.
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Ces CDK regulent l'activite de nombreuses proteines par phosphorylation (Iliakis, 1997),
(gure 2.5 page ci-contre).
L'initiation du contro^le du cycle cellulaire implique des proteines senseurs de dommages,
telles que les proteines ATM (ataxia telangectasia mutated) et DNA-PK (DNA-dependent
protein kinase). Ces deux proteines kinases activees par les dommages de l'ADN (Meyn,
1995) ont fonction, par analogie, de signal d'alarme.
Ces proteines peuvent induire un arre^t de la progression cellulaire en activant la pro-
teine suppresseur de tumeur P53, gardienne du genome. La proteine P53 activee agit
comme facteur de transcription et regule l'expression de nombreux composants impli-
ques dans les voies de regulation du cycle cellulaire (Zhan et al., 1993). Le plus connu,
la proteine P21waf , est un inhibiteur des CDK, une famille de proteines kinases connues
comme regulateurs cles de la progression du cycle cellulaire. P21waf est capable d'inhiber
de nombreuses CDK, mais est plus ecace envers les cyclines de G1/S (Medema et al.,
1998). D'autres inhibiteurs de CDK, p27KIP1 et p15INK4b, sont induits par les radiations
ionisantes et contribuent a l'arre^t en G1. Il a egalement ete montre que l'arre^t en G2
radio-induit necessitait une phosphorylation inhibitrice de la kinase CDC2, via une voie
de signalisation ATM-dependante.
Les regulateurs du cycle cellulaire sont des cibles privilegiees des processus oncologiques et
peuvent e^tre responsables d'une reponse defaillante des cellules tumorales aux radiations
ionisantes. La fonction principale de l'arre^t en G1 medie par P53 permet l'elimination des
cellules ayant des lesions de l'ADN alors que l'arre^t en G2 jouerait au contraire un ro^le
essentiel dans la survie des cellules irradiees (Iliakis, 1997).
2.2.2 Reparations des lesions de l'ADN
Les cellules de mammiferes peuvent subir jusqu'a 100000 lesions a l'ADN par jour resul-
tant de facteurs endogenes comme le metabolisme oxydatif (mitochondries) ou d'erreurs
de replications, mais aussi resultants de dierents agents exterieurs tels que l'exposition
aux rayonnements cosmiques naturels, aux ultra-violets du soleil ou l'exposition aux ge-
notoxiques chimiques. Comme certaines lesions sont mutagenes, il faut les reparer. Selon
le type de lesions, les cellules de mammiferes ont developpees dierents moyens de repa-
ration de ces lesions (pour revue, Hoeijmakers, 2001).
Comme precise precedemment, les radiations ionisantes, par eet direct ou par eet in-
direct avec la generation d'especes reactives de l'oxygene, peuvent induire des dommages
au niveau des bases, des cassures double ou simple brin, des dommages des sucres et
des pontages ADN-ADN ou ADN-proteines. Les dierents systemes de reparation denis
ci-dessous peuvent donc intervenir dans la reparation de ces lesions.
La reparation des mesappariments : le mismatch repair (MMR). Le systeme de
reparation MMR supprime les nucleotides mesapparies crees lorsque l'ADN polymerase
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glisse sur des sequences repetitives de nucleotides au moment de l'insertion ou la deletion
de boucles que ce soit :
{ au cours de la replication permettant ainsi une replication ecace sans erreur de
polymerase,
{ ou encore au cours d'autre type de reparation, pendant la recombinaison homologue
par exemple (syteme de reparation explicite ci-dessous).
Ce systeme MMR est donc utile tous les jours. Un defaut du MMR entra^ne l'augmenta-
tion des mutations, ce qui peut alimenter les processus d'oncogenese. Les motifs d'ordre
speciques composes de repetitions de dinucleotides sont instables dans de nombreux can-
cers humains. Le phenotype d'instabilite des microsatellites par exemple est provoque par
le defauts du systeme MMR dans le cancer hereditaire colorectal et dans une variete de
cancers sporadiques.
Reparation par excision des bases (BER, Base Excision Repair). Les dommages
de bases de l'ADN sont repares par le systeme de reparation par excision de base illustre
par la gure 2.6 page 32. Ce systeme est utilise pour reparer les bases modiees (pricipale-
ment du aux especes reactives de l'oxygene), les sites abasiques et les cassures simple brin.
C'est un mecanisme de reparation dele de l'ADN car il utilise le brin complementaire
comme matrice.
Reparation par excision de Nucleotide (NER, Nucleotide Excision Repair).
Au quotidien, ce mecanisme est implique dans la reparation des lesions de l'ADN produites
principalement par les ultraviolets et minoritairement par les rayonnements ionisants que
sont les adduits, les pontages intra-cha^nes ou proteines-ADN (gure 2.7 page 33). Ce
systeme intervient sur les lesions encombrantes avec distortion de l'ADN.
Ces deux precedents systemes de reparations font intervenir dierentes proteines qui pour
certaines d'entre elles, telles que PCNA, sont impliquees a la fois dans la reparation par
excision de base et par excision de nucleotides, ainsi que dans la replication de l'ADN.
Reparation des cassures double brin de l'ADN : recombinaison homologue
(HR) ou recombinaison non homologue par jonction des extremites (NHEJ).
Les CDBs resultent de l'action des rayonnements ionisants, des radicaux libres, des pro-
duits chimiques ou encore se produisent apres le blocage de la replication, au cours de
la mitose ou de la meose, ayant pour cause la detection d'une CSB (gure 2.8 page 34).
Apres la detection de CDBs, une cascade complexe de reactions est declenchee visant
l'arre^t du cycle cellulaire et le recrutement des facteurs de reparation (Zhou and Elledge,
2000; Khanna and Jackson, 2001). Un des premiers initiateurs est la proteine kinase Ataxia
Telangiectasia Mutated (ATM), qui si est defectueuse predispose a l'apparition de can-
cers (Rotman and Shiloh, 1998). L'arre^t en G1 est medie par l'intermedaire de P53. Un
autre evenement precoce, qui depend des proteines kinases ATM, ATR et de DNA-PK,
est la phosphorylation de histone H2AX sur un large domaine de l'ADN entourant l'em-
placement de la lesion CDB (Paull et al., 2000). Ceci permet de maintenir localement la
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chromatine dans un etat stable et specique pour permettre la mise en place des systemes
de reparation complexes ainsi que le recrutement des proteines de reparation. La recombi-
naison homologue (Homologous Recombination, HR) et la recombinaison non homologue
par jonction des extremites (Non Homologuous End Joining) sont les principaux modes
de reparation. Lorsque, apres la replication (en phase G2), une copie de l'ADN est dispo-
nible, alors la recombinaison homologue est preferentiellement mis en place. Autrement,
pour le reste du cycle cellulaire (et principalement en G1), les cellules se dirigeront vers le
systeme NHEJ, systeme de reparation indele, predisposant beaucoup plus a l'apparition
d'erreurs. Les mecanismes presumes sont exposes en gure 2.8 page 34.
La reparation des pontages. Les pontages ADN-ADN ou ADN-proteines induits par
les radiations sont insusamment etudies pour pouvoir en estimer le nombre. Les genes
et les signalisations impliques dans leur reparation sont encore en cours d'investigation.
De recentes etudes semblent neanmoins impliquer plusieurs systemes de reparation tels
que les systemes NER et HR (Barker et al., 2005).
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Figure 2.6 { Base Excision Repair, d'apres Hoeijmakers, 2001. Une glycosylase, (une gly-
cosylase donnee s'occupant d'un type de lesion plus ou moins specique), vient chevaucher par-
tiellement le spectre des lesions. Ceci constitue la premiere reaction. Les glycosylases entra^nent
le basculement de la base lesee en dehors de la double helice d'ADN pour la loger dans une
cavite interieure de la proteine. A l'interieur de la proteine, la base lesee est alors clivee (etape 1
de la gure), formant un site abasique. Ce site abasique peut aussi se former spontanement par
hydrolyse. L'action centrale du systeme BER est initiee par l'incision du brin au niveau du site
abasique par l'endonuclease APE1 (etape 2). La Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) ainsi
que la polynucleotide kinase (PNK) (Whitehouse et al., 2001), qui s'attachent au brin casse,
jouent un ro^le important dans le systeme BER lorsque celui-ci est initie par une cassure simple
brin de l'ADN (Single Stranded Break = SSB) ; elles protegent et preparent les extremites des
brins a la resynthese (etape 3). Deux voies sont ensuite possibles pour la reparation. La voie
dominante chez les mammiferes fait intervenir l'ADN pol. L'ADN pol reconnait et comble le
site abasique (etape 4) et enleve le residu de sucre sans base a l'extremite 5' via son activite
lyase (etape 5). La liaison des brins est ensuite assuree par le complexe XRCC1-ligase3 (etape
6). La seconde voie, mineure, implique l'ADN pol, l'ADN pol/, et PCNA pour la resynthese
d'un fragment de brin de 2 a 10 bases, ainsi que l'endonuclease FEN1, qui supprime le fragment
d'ADN remplace, et l'ADN ligase 1, pour relier les 2 brins (etapes 7 a 9).
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Figure 2.7 { Nucleotide Excision Repair.
La gure ci-contre decrit le systeme
de reparation par excision de nucleo-
tide d'apres Hoeijmakers (2001). La
reconnaissance des lesions par le com-
plexe specique XPC-hHR23B s'eec-
tue a partir d'une reconnaissance de
la desorganisation dans l'appariement
des bases, provoques par les lesions
(Sugasawa et al., 2001). Lorsque la re-
paration est couplee a la transcription
(Transcription coupled repair, TCR),
la capacite de la lesion a bloquer
l'ARN polymerase est une etape cri-
tique. La polymerase doit e^tre depla-
cee pour rendre la lesion accessible a la
reparation et cela exige au moins deux
facteurs TCR-speciques : CSB et
CSA. Les stades ulterieurs du NER et
du TCR sont ensuite identiques. Les
helicases XPB et XPD, du facteur de
transcription multi-sous-unite TFIIH,
ouvrent environ 30 paires de bases
de l'ADN autour du dommage (etape
2) (van Hoen et al., 2003). XPA
conrme probablement la presence de
dommages en sondant la structure
du squelette phosphodiester-sucre de
l'ADN et entra^ne en cas d'absence
de dommages l'abandon du NER. La
proteine RPA (Replication Protein A)
stabilise l'intermediaire ouvert en se
liant au l non endommage (etape 3).
Le duo d'endonucleases du systeme
NER, XPG et ERCC1/XPF, coupe
respectivement les extremites 3' et 5'
de l'etendue ouverte au niveau du brin
endommage, en produisant un oligo-
nucleotide compose de 24 a 32 bases et contenant la lesion (etape 4). La machinerie de
replication de l'ADN accomplit alors la reparation en remplissant la breche (etape 5).
En somme, plus de 25 proteines participent au systeme NER. De nombreuses etudes in
vivo indiquent que les dierents acteurs du systeme NER sont rassemblees d'une maniere
graduelle et en composantes individuelles au site d'une lesion. Apres un evenement de
reparation simple (qui peut prendre plusieurs minutes) le complexe entier est desassemble
de nouveau (Houtsmuller et al., 1999).
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Figure 2.8 { Reparation des CDBs : NHEJ ou HR.
Le systeme de recombinaison homo-
logue (d'apres Hoeijmakers (2001))
est decrit dans le panneau gauche
de la gure. Pour favoriser la re-
liure des sequences homologues,
l'activite 5'-3' exonuclease du com-
plexe RAD50/MRE11/NBS1 (qui
sont aussi substrats de ATM) ex-
pose les deux extremites 3' (etape
1) (Petrini, 2000). RPA facilite l'as-
semblage du lament nucleopro-
teique compose de RAD51 et po-
tentiellement de XRCC2, XRCC3,
RAD51B, C et D (etape 2). RAD51
possede la capacite d'echanger un
brin simple avec une sequence equi-
valente d'une structure double brin.
Le positionnement correct des chro-
matides surs par des cohesines fa-
cilite l'identication de la sequence
homologue. Un candidat au com-
plexe chromatinien pour les transac-
tions associees a cette gymnastique
de l'ADN est RAD54, un membre
de la famille SWI/SNF (ATPases
ADN-dependantes). Suite a l'iden-
tication de la chromatide sur, la
copie intacte provenant de l'ADN
double brin est utilise comme mo-
dele pour corriger correctement les extremites cassees par la synthese de l'ADN (etape 3). Fi-
nalement, ce brin nomme fragment de Holliday est integre par des resolvases (etape 4). La
recombinaison homologue implique l'action simultanee d'un grand nombre de molecules, les-
quelles sont concentrees dans des foyers nucleaires radio-induits. Ceux-ci incluent BRCA1 et
BRCA2. De recentes etudes impliquent BRCA2 directement ou indirectement dans la translo-
cation nucleaire de RAD51. Les cellules en G1 ont uniquement le chromosome homologue pour
la reparation par recombinaison, cependant les chromosomes sont disperses dans le noyau, il est
donc dicile de les reunir pour corriger les erreurs. De plus, copier le chromosome homologue
est potentiellement dangereux car il peut mener a une homozygositie des mutations recessives.
Comme alternative, la reaction de reparation par jointure des extremites d'une cassure double
brin, sans modele, peut e^tre realisee en utilisant les complexes de liaison KU70/80 et DNA-PKc,
suivit de la ligation par XRCC4-ligase4 (etape 5 a 7). La fonction de KU70/80 implique la pro-
tection des extremites et le rapprochement des brins. Ce type de reparation est parfois associe a
une perte ou un gain de quelques nucleotides si des microhomologies internes sont utilisees pour
aligner les sequences avant la liaison, impliquant la participation des ADN polymerases et/ou
nucleases.
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2.2.3 Le contro^le de la reponse apoptotique
L'irradiation est une des agressions d'origine physique capable d'induire des eets letaux
dont l'apoptose. Par ailleurs, l'apoptose est un mode de reponse aux radiations, parmi
d'autres, dont l'importance depend etroitement du type cellulaire irradie.
L'apoptose
Le terme d'apoptose a ete introduit en biologie en 1972 par Kerr et al. (Kerr et al., 1972)
pour designer une forme particuliere de mort cellulaire. Il est issu du mot grec apoptosis
(apo : loin de, qui marque un achevement ; ptosis : chute) employe pour denir la chute
des feuilles ou des petales. En eet, au sein d'un tissu, la cellule qui meurt par apoptose,
se detache de ses voisines comme la feuille qui tombe de l'arbre.
Cette mort cellulaire est un processus actif (Ellis and Horvitz, 1986; Cummings et al.,
1997) mettant en jeu un programme preetabli d'interactions moleculaires, et silencieux
sans phenomenes inammatoires d'accompagnement (voir gure 2.3 page 119). Ces as-
pects dierencient l'apoptose de la necrose qui est une mort passive et bruyante avec
reaction inammatoire secondaire.
Phenomene physiologique fondamental de la vie des organismes pluricellulaires, l'apop-
tose constitue egalement un mode suicidaire de reponse cellulaire a une agression externe
chimique ou physique incluant les radiations (Hengartner, 2000). Dans un premier temps,
il est utile de faire un rappel synthetique des connaissances actuelles sur l'apoptose en ge-
neral, avant de se focaliser sur l'apoptose radio-induite en se limitant au cas des radiations
ionisantes.
La signalisation de l'apoptose
La premiere etape de l'apoptose, reversible, se caracterise par une chute du potentiel
trans-membranaire des mitochondries liee a une ouverture de megapores par les-
quels sont deverses dans le cytosol dierentes molecules telles que le cytochrome c, le
facteur AIF (apoptosis inducing factor) et des especes reactives de l'oxygene (Susin et al.,
1997). Cette etape est contro^lee par les proteines de la famille Bcl-2 qui pourraient e^tre
des constituants ou des regulateurs des megapores mitochondriaux. Leur action est anti-
apoptotique en inhibant le passage vers le cytosol du cytochrome c et du facteur AIF. En
fait, les genes bcl-2 appartiennent a une famille de genes comprenant une quinzaine de
membres dont certains, comme bax, codent pour des proteines toujours localisees sur la
membrane mitochondriale mais dont la fonction est cette fois pro-apoptotique. Schema-
tiquement, c'est la resultante des interactions opposees entre genes anti-apoptotiques et
pro-apoptotiques de la grande famille bax/bcl-2 qui xe le niveau d'activite des proteines
anti-apoptotique type Bcl-2 conditionnant l'apoptose (Reed, 1994).
La deuxieme etape correspond a l'activation en cascade par le cytochrome c et le fac-
teur AIF d'une famille de proteases a cysteine ou caspases qui clivent leur substrat
au niveau d'un residu aspartate. Ces proteases degradent speciquement des proteines
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Figure 2.9 { Signalisation de l'apoptose (www.biooncology.com).
maintenant l'integrite anatomique de la cellule et son homeostasie, telles que l'actine,
des lamines nucleaires, la topo-isomerase I , la PARP (poly(ADP-ribose) polymerase), la
DNA-PK et la proteine Rb (retinoblastome). A co^te de l'inactivation de ces proteines dont
le fonctionnement est vital pour la cellule, le clivage proteolytique par les caspases active
des endonucleases, soit directement comme la DFF (DNA fragmentation factor), soit in-
directement comme la Dnase I. Ces endonucleases sont responsables de la fragmentation
internucleosomique de l'ADN particuliere a l'apoptose. Apres activation des caspases, le
processus d'apoptose est irreversible.
L'apoptose radio-induite
L'apoptose radio-induite peut e^tre initiee selon quatre voies ( 2.10 page ci-contre) :
1. par l'intermediaire des mitochondries, induisant un changement du potentiel de
membrane et le relargage du cytochrome c se poursuivant par l'activation des cas-
pases.
2. par l'intermediaire des lesions de l'ADN. Les dommages a l'ADN peuvent initier
l'apoptose par la voie dependante de P53 conduisant a la sur-expression de proteines
pro-apototique BAX. Les radiolesions sont detectees a l'occasion du contro^le de
l'integrite de l'ADN par dierentes proteines lors des points de contro^le qui ont lieu
en phase G1et G2 du cycle cellulaire. La reconnaissance de radiolesions en G1 ou
G2 induit un arre^t du cycle cellulaire suivi soit de la mise en jeu des systemes de
reparation de l'ADN, soit d'une activation du programme apoptotique. Si les lesions
ont ete reparees, le blocage en G1 ou G2 est leve et la cellule, peut soit terminer
la phase G1 et entrer en phase S, soit terminer la phase G2 et entrer en mitose.
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Si les dega^ts sont irreparables, la encore, il peut y avoir activation du programme
apoptotique.
3. par l'intermediaire de la membrane ou les recepteurs de mort sont actives soit par
l'energie deposee au niveau de la membrane par l'irradiation elle-me^me soit par P53.
4. par l'intermediaire de la membrane conduisant a l'activation d'un processus de-
pendant du ceramide. En eet, l'irradiation peut activer en quelques minutes la
degradation enzymatique de la sphyngomyeline membranaire en ceramide et phos-
phocholine (Haimovitz-Friedman et al., 1994). Le ceramide, ainsi genere, active la
premiere proteine kinase d'une voie de transduction du signal vers le noyau, abou-
tissant apres une cascade de phosphorylations a celle de la proteine nucleaire c-Jun.
La phosphorylation du facteur de transcription c-Jun induit l'expression de genes
pro-apoptotiques dont le gene TNF ou BAX (Verrelle, 1998).
Figure 2.10 { Apoptose radio-induite.
D'apres Prise et al. (2005). (CAD ; caspase activated DNase)
L'implication des espece reactives de l'oxygene dans l'apoptose radio-induite se fait a
plusieurs niveaux :
{ resultant de l'eet physicochimique des radiations ionisantes sur l'oxygene, ils consti-
tuent un stress oxydatif activant la voie SAPK/JNK, peut e^tre par l'intermediaire de
ATM et c-Abl,
{ ils peuvent leser l'ADN et donc induire la voie P53 dependante de l'apoptose,
{ ils sont produits et excretes par la mitochondrie lors de l'execution de l'apoptose et
amplient le processus en provoquant des lesions de la membrane mitochondriale, cette
action sur les mitochondries est contree par les proteines de stress HSP70 et HSP27 (heat
shock proteins) qui constituent un mecanisme supplementaire de regulation negative de
l'apoptose,
{ et enn, ils sont generes par des oxydo-reductases P53 dependantes.
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2.3 Les eets non cibles
2.3.1 Le paradigme conventionnel centre sur le dommage a ADN
Depuis la naissance de la radiobiologie dans les annees 1940 avec la publication de deux
livres (Lea, 1962 et Timofee-Ressovsky, 1947), la notion de cible critique des radiations
etait apparente ; les radiations deposent leur energie en traversant la matiere et l'induc-
tion d'eets biologiques devait bien provenir de l'endommagement d'une cible particuliere.
Il avait ete montre que les chromosomes etaient endommages par les radiations et ceci
aboutissait a des problemes de division cellulaire, voire l'apparition de cancer. C'est donc
logiquement que l'ADN est devenu le candidat ideal a cette fonction de cible.
L'ADN est la cible des radiations, et aussi, par extension, le noyau qui le contient. Plusieurs
revues appuient ce fait (Gray, 1954; Alper, 1960; Savage, 2002; Bassal and El-Osta, 2005).
Les consequences biologiques des dommages iniges a l'ADN par les radiations, qu'ils
soient non repares ou mal repares, etaient alors principalement mises en evidence a travers
la capacite de la cellule a se reproduire ou a se diviser (Elkind et al., 1967). Suite a certains
travaux quantiant cette capacite, il etait considere qu'une cellule survivante a plus de
quatre replications suite a l'irradiation, ne devait pas contenir de lesions letales (Elkind
and Whitmore, 1967; Puck, 1956). Cette hypothese resta incontestee jusqu'a l'utilisation
des protocoles de survie clonogenique dans les annees 1980. Ces essais ont clairement mis
en evidence la persistance de mutations et l'inductions de transformations cellulaires dans
les cellules survivant aux radiations.
Les protocoles de survie clonogenique permettent l'etablissement de courbes de survie
en relation avec la dose recue. Ce modele d'etude devient dominant en radiobiologie et
participe grandement a la realisation d'avancees majeures concernant la comprehension
des mecanismes d'apparition des dommages a l'ADN et de leur reparation pour tout
type de rayonnements (pour revues, Cleaver et al., 2003; Costa et al., 2003; Sinha and
Heder, 2002; Stojic et al., 2004). Ces etudes centrees sur les dommages a l'ADN abou-
tissent a une concentration des recherches, dans les annees 1970 et 1980, sur un type de
dommage caracteristique suite a exposition aux radiations ionisantes ; les cassures double
brin (CDBs). En eet, l'apparition des CDBs est quantiable en fonction de la dose et
donc peut e^tre interpretee et formalisee mathematiquement toujours selon la theorie de
la cible ADN (Chadwick and Leenhouts, 1973; Kellerer, 1972). Ces correlations sont tou-
jours d'actualite aujourd'hui pour justier l'utilisation du modele lineaire sans seuil
en radioprotection (Barendsen, 1994a,b; Martin, 2005; Preston, 2003).
Bien d'autres travaux depuis ont consolides ceux-ci ; les CDBs sont des lesions critiques
car elles peuvent mener a une non reparation ou une mauvaise reparation conduisant a
des consequences biologiques observables et dependantes de la dose (pour revue, Prise,
1994).
Cependant la faiblesse du modele lineaire sans seuil etabli sur le dommage a l'ADN (Al-
per et al., 1960; Powers, 1962) est de ne pas considerer l'ensemble des dommages crees
suite a l'irradiation, ainsi que les consequences en terme de mort cellulaire, mutations ou
transformations cellulaires.
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La litterature reete ce probleme tres to^t (Sinclair, 1964) mais le phenomene s'accentue
considerablement a la n des annees 1980 et debut 1990. Il appara^t que les dommages a
l'ADN ne peuvent justier toutes les reponses cellulaires observees, en particulier dans le
cas d'irradiation a faible dose.
Dans la descendance lointaine de cellules irradiees, les phenomenes observes sont varies et
prennent dierentes nominations ; mutations letales, mort retardee ou instabilite chromo-
somique toutes relevant globalement d'une instabilite genomique (pour revue, Mothersill
and Seymour, 1997a; Wright, 1999).
Mais le paradigme conventionnel du dommage a l'ADN est d'autant plus mis en defaut
avec l'observation de phenomenes plus particuliers. De multiples etudes demontrent des
phenomenes de radioadaptation ou encore l'apparition de dommages dans des cellules voi-
sines de cellules irradiees (Morgan, 2003a,b; Mothersill and Seymour, 2006a; Tapio and
Jacob, 2007). Ces dierents phenomenes sont tous issus de consequences biologiques ob-
servees dans des cellules n'ayant pas ete exposees directement aux radiations ; aujourd'hui
ils sont regroupes sous la denomination d'eets non cibles ou retardes (Mothersill and
Seymour, 2006c; Morgan, 2003a; Little, 2003).
2.3.2 Denition des eets non cibles et retardes
Parmis les eets non cibles ou retardes, trois grands phenomenes peuvent e^tre decrits :
l'instabilite genomique, la radioadaptation et l'eet de voisinage (Morgan and Sowa, 2005,
2007). Ces phenomenes induits dans des cellules non directement touchees par l'irradia-
tion mettent en cause la notion de cible, d'ou leur noms. Ils sont brievement presentes
ci-dessous.
L'instabilite genomique
L'instabilite genomique correspond a une denomination decrivant globalement l'augmen-
tation du taux de modications dans le genome. L'instabilite induite par l'irradiation est
observee dans les cellules a des temps eloignes apres irradiation et se manifestent plus
precisement dans la descendance de ces cellules, apres de multiples divisions (gure 2.11
page suivante).
Cette instabilite decrite dans de multiple revues (Wright, 1998; Little, 2000) se mesure via
l'alteration de chromosomes, les changements de plodie, l'instabilite des microsatellites ou
encore la diminution de l'ecacite d'etalement des cellules (plating eciency) (Kadhim
et al., 1992; Sabatier et al., 1994). De multiples voies de signalisation sont impliquees
dans ce phenomene, que ce soit pour l'initier ou pour le perpetuer (Kaplan et al., 1997;
Limoli et al., 2001). La contribution relative de ces dierentes voies depend a la fois de
la patrimoine genetique de la cellule ciblee et du type d'organisme (Watson et al., 1997;
Morgan and Sowa, 2005).
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Figure 2.11 { Representation schematique de l'instabilite genetique. Une cellule survi-
vant a l'irradiation se reproduit de facon clonogenique. Durant cette expansion clonale,
une partie de la descendance meurt (mutations letales ou mort retardee) ce qui entraine
une diminution de l'ecacite d'etalement de ce clone. Alternativement, des evenements
d'instabilite peuvent appara^tre dans la progeniture de la cellule irradiee. Ceux-ci peuvent
resulter de rearrangements chromosomiques, d'aberrations, de micronoyaux, d'amplica-
tions de gene, d'echec de la segregation des chromosomes durant la mitose. D'apres Morgan
(2003a).
La reponse adaptative
La reponse adaptative est induite dans les cellules eucaryotes suite a une premiere ex-
position a de faibles doses ou a un faible debit de dose d'irradiation. Cette reponse est
caracterisee par une diminution des eets genetiques deleteres, tels que des dommages
chromosomiques ou les mutations de genes, suite a une nouvelle irradiation a de plus
fortes doses (Tapio and Jacob, 2007). De nombreuses etudes ont contribue a caracteriser
cette reponse, la plupart etant realisees sur des lymphocytes humains (pour revue, Rigaud
and Moustacchi, 1996).
L'eet de voisinage
Le concept d'eet de voisinage (ou en anglais bystander eect) est initialement utilise
dans le domaine de l'immunologie depuis les annees 1970 pour decrire l'apparition d'une
reponse immunitaire dans une population non directement stimulee mais melangee a une
population cellulaire qui l'avait ete.
Ce terme d'eet de voisinage, que l'on nommera aussi eet bystander, a donc ete repris en
radiobiologie suite a la mise en evidence en 1992 par Nagasawa and Little (1992) d'un phe-
nomene au voisinage suite a exposition de cellules a des particules alpha. Le terme d'eet
de voisinage a donc ete redeni en 2000 par Djordjevic (2000) pour decrire une reponse
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cellulaire provenant de cellules directement irradiees induisant l'apparition de dommages
dans les cellules voisines non irradiees.
Depuis le debut des annees 1990, les avancees technologiques ont grandement participe a
l'elaboration de protocoles d'irradiations permettant de denir la cible de l'irradiation et
ainsi de discriminer cellules ciblees et cellules voisines. L'utilisation des microfaisceaux en
radiobiologie permet dans ce cadre de determiner le mecanisme de l'eet de voisinage. Mais
au dela de la discrimination entre cellules cibles et voisines, ces installations permettent
aussi un choix de cible au niveau subcellulaire telles que des irradiations localisees au
noyau ou au niveau cytoplasmique. De telles etudes ont participe a demontrer que l'ADN
n'est pas la cible exclusive de l'irradiation (Shao et al., 2004; Tartier et al., 2007).
L'eet de voisinage est aujourd'hui le type d'eet non cible le plus etudie (pour revue,
Morgan and Sowa, 2007). Cette reponse de voisinage induite par les radiations englobe
un nombre varie d'eets, majoritairement au detriment de la cellule. Ces dierents eets
sont observables dans dierents types cellulaires et dependent a la fois du type cellulaire
produisant ce signal bystander mais aussi du type cellulaire recevant ce signal. Par conse-
quent, aucune regle rigide ne peut e^tre appliquee a la multitude de reponses se produisant
dans les cellules non directement ciblees par l'irradiation. La complexite de ce phenomene
fait l'objet de la section suivante.
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Dans les paragraphes ci-dessous l'eet de voisinage est aussi nomme eet bystander. Les
cellules non irradiees mais voisines de cellules irradiees sont parfois nommees par le me^me
raccourci de langage, cellules bystander. Par extension, les signaux conduisant a un eet
de voisinage sont de la me^me facon nommes signaux bystander.
2.4.1 Eet de voisinage et dommages a l'ADN
L'existence de l'eet de voisinage est toujours mis en evidence par l'observation de dom-
mages a l'ADN, relatifs a la genotoxicite, dans les cellules non ciblees. Ces dommages
concernent dierents phenomenes tels que :
{ l'induction de mutations dans l'ADN nucleaire (Huo et al., 2001; Zhou et al., 2000,
2001) et dans l'ADN mitochondrial (Murphy et al., 2005),
{ les aberrations chromosomiques (Zhou et al., 2001; Little et al., 2003; Nagasawa and
Little, 2002; Suzuki et al., 2004),
{ la formation de micronoyaux (Azzam et al., 2003b, 2001; Shao et al., 2004, 2003d;
Konopacka and Rzeszowska-Wolny, 2006; Ponnaiya et al., 2004).
{ la mort cellulaire (Sedelnikova et al., 2007; Hamada et al., 2008).
Les mutations dans les cellules bystander correspondent en majeure partie a des muta-
tions ponctuelles, alors que celles observees dans les cellules ciblees correspondent a des
deletions (totales ou partielles) (Huo et al., 2001; Nagasawa et al., 2003). La majorite
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des aberrations chromosomiques sont induites par des mutations de bases ou des cassures
simple brin de l'ADN (Little et al., 2003; Nagasawa and Little, 2002; Nagasawa et al.,
2005). Une partie des aberrations chromosomiques ainsi que les micronoyaux proviennent
quant a eux de la non reparation ou de la mauvaise reparation de cassures double brin
(Shao et al., 2003d; Konopacka and Rzeszowska-Wolny, 2006; Ponnaiya et al., 2004).
Comme precise au debut de ce chapitre 2, (voir section 2.2.2 page 29), la reparation des
CDBs implique soit le systeme NHEJ soit le systeme HR. Ces systemes de reparation
sont particulierement etudies dans les cellules bystander dans l'objectif de comprendre les
mecanismes induisant de la genotoxicite dans ces cellules. Des travaux ont par exemple de-
montre que des lignees decitaires pour le systeme de reparation HR exhibaient, au niveau
des cellules voisines de cellules irradiees, une diminution du taux de SCE 1 et de certaines
aberrations chromosomiques, comparativement a la lignee sauvage correspondante (Na-
gasawa and Little, 1992; Nagasawa et al., 2005; Suzuki et al., 2004; Nagasawa et al.,
2002). D'autre part, certains travaux menes sur des lignees decitaires pour le systeme de
reparation NHEJ ont mis en evidence une diminution du taux de mutations (Nagasawa
et al., 2003), de micronoyaux (Kashino et al., 2004), de SCE (Nagasawa et al., 2005) et de
certaines aberrations chromosomiques (Little et al., 2003; Nagasawa et al., 2005) dans les
cellules voisines, ainsi qu'une augmentation du nombre de deletions partielles ou totales
de genes (Nagasawa et al., 2003). L'ensemble de ces considerations conduit a penser que
le systeme de reparation des CDBs NHEJ est le systeme majoritairement sollicite dans
les cellules bystander.
L'intere^t porte a l'induction des dommages a l'ADN dans les cellules bystander a conduit
a l'utilisation de tests references permettant implicitement de comparer la survenue d'eet
bystander dans dierents types cellulaires, en fonction du temps, en fonction du type de
rayonnement employe ou me^me en fonction de la dose absorbee. Le test le plus couram-
ment utilise aujourd'hui est l'observation de la phosphorylation de l'histone H2AX.
La phosphorylation de l'histone H2AX localisee aux sites de CDBs est recense comme
etant une reponse cellulaire precoce suite a l'irradiation par des rayonnements ionisants
(Marchetti et al., 2006). Les histones H2AX phosphorylees au niveau de leur serine 139
sont nommees H2AX et forment un foci constitue de plus d'une centaine de molecules
encadrant le site d'une cassure double brin (Pilch et al., 2003). Dans les cellules bystan-
der est generalement observe que le nombre de foyer H2AX denombre par noyau est
eleve (Burdak-Rothkamm et al., 2007; Hu et al., 2006; Sokolov et al., 2005; Yang et al.,
2005). Ces foyers H2AX induits dans les cellules bystander colocalisent au niveau du
dommage a l'ADN avec de nombreuses proteines impliquees dans les systemes de repara-
tion de dommages ou encore dans l'activation de voies de signalisation ; pour exemples,
les proteines ATM et DNA-PK, MRE11, RAD50, NBS1 ou 53BP1 2 (Sokolov et al., 2005).
Dans certains cas, lorsque les cellules sont en phase S du cycle cellulaire, ces foci peuvent
1. SCE = Sister Chromatide Exchange
2. P53 binding protein 1
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impliquer la proteine ATR 1, au lieu des proteines ATM et DNA-PK (Burdak-Rothkamm
et al., 2007).
2.4.2 La regulation du cycle cellulaire dans les cellules bystander
Suite a l'exposition aux rayonnements ionisants, de nombreuses activations et inhibitions
de genes ou de proteines vont intervenir dans la regulation du cycle cellulaire (voir 2.2.1
page 27). Ces me^mes mecanismes de regulation ont ete observes dans les cellules bystan-
der, mais leur complexite et leurs paradoxes associes a la variete de reponses cellulaires
n'est ici que resume dans les grandes lignes.
La proteine P53 a deja ete citee pour sont ro^le majeur dans la reponse cellulaire (Cuddihy
and Bristow, 2004). Azzam et al. ont montre que dans des broblastes humains diplodes,
l'expression de P53, sa phosphorylation sur la serine 15 et la proteine P21waf etaient in-
duites dans les cellules bystander, ceci menant a des arre^ts transitoires du cycle cellulaire
en phase G1 (Azzam et al., 2001, 1998, 2000, 2002b).
Plus particulierement, la sur-regulation de P21waf a ete mise en evidence, suite a expo-
sition de cultures a de faibles uences de particules , non pas dans toutes les cellules
bystander, mais dans des petits ensembles de cellules bystander rassembles en cluster iso-
les (Azzam et al., 1998, 2002b). Ces observations ont ete mises en correlation avec une
expression de genes impliques dans la regulation du cycle tels que cdc2, cyclin B1 et rad51
(Azzam et al., 1998).
Paradoxalement, d'autres travaux ont mis en evidence une proliferation accrue des cel-
lules bystander, pouvant e^tre associee parfois a une sous-expression des proteines P53 et
P21waf , elle-me^me concurrencee par une sur-regulation de CDC2 et PCNA (Gerashchenko
and Howell, 2005; Iyer et al., 2000; Shao et al., 2002).
2.4.3 Les EROs dans reponse au voisinage
L'implication de ces especes radicalaires dans la reponse au voisinage induite par les radia-
tions ionisantes etait deja sous-jacente dans les tous premiers travaux portant sur l'eet
bystander (Nagasawa and Little, 1992). Depuis, de nombreuses etudes impliquent indirec-
tement les EROs dans la reponse bystander (Bishayee et al., 2001; Lorimore et al., 2001;
Lyng et al., 2002a). Certaines precisent un ro^le actif des ces radicaux, et en particulier
l'oxyde nitrique (un radical stable), dans l'initiation de l'eet de voisinage (Shao et al.,
2002; Matsumoto et al., 2001).
L'implication des EROs
Dierentes approches ont ete mises au point an d'examiner le ro^le des EROs dans la re-
ponse bystander. L'approche la plus aectionnee consiste a observer la variation de cette
reponse bystander (en terme de taux de mutations, d'induction de SCE ou de micronoyaux,
1. ATM and Rad3 related
43
Chapitre 2. Eets biologiques des rayonnements ionisants
d'augmentation du nombre de CDBs enumerees. . . ) en presence d'agents piegeant les ra-
dicaux appeles en anglais scavenger. Ces scavengers peuvent e^tre des tampons (comme le
DMSO), des enzymes antioxydantes (SOD, Catalase. . . ), ou me^me des antioxydants tel
que le glutathion (pour revue, Azzam et al., 2003b).
Par exemple, la presence de DMSO permet une reduction de la frequence de mutations ob-
servees dans les cellules bystander (Wu et al., 1999; Zhou et al., 2000), du taux de H2AX
(Hu et al., 2006; Shao et al., 2003a) ou me^me de la mort cellulaire (Bishayee et al., 2001).
De la me^me facon, le presence de SOD ou de catalase permet d'inhiber l'induction de SCE
(Lehnert and Goodwin, 1997), mais peut aussi jouer un ro^le sur la regulation des genes
comme l'inhibition de la sur-regulation des proteines P53 et P21waf ou l'inhibition de la
signalisation des kinases (Azzam et al., 2002b).
D'une maniere globale, l'utilisation de dierents scavengers a contribuee a demontrer que
les EROs etaient impliquees dans tous types de reponses bystander : variation de la via-
bilite (Bishayee et al., 2001; Lyng et al., 2006b), formation de micronoyaux (Konopacka
and Rzeszowska-Wolny, 2006; Shao et al., 2003d), foci H2AX (Burdak-Rothkamm et al.,
2007), activation de signalisations incluant regulation du cycle cellulaire, voie des MAP-
kinases, activation de facteurs de transcriptions (Azzam et al., 2003b).
Une autre approche, plus directe mais moins facile d'utilisation, permet de mettre en
evidence la presence d'EROs dans les cellules bystander ; il s'agit de l'utilisation de sondes
uorescentes, activees par la presence de radicaux (Shao et al., 2002, 2003d; Hafer et al.,
2008; Lyng et al., 2002b). Ces sondes ont permis de demontrer dans certains cas la presence
d'EROs dans les cellules non irradiees jusqu'a 24 h apres irradiation.
Les EROs ont elles un ro^le actif ?
Parmi tous ces travaux relatifs a la reponse des cellules bystander, une etude plus de-
taillee de Azzam et al., 2002b, resumee en gure 2.12 page ci-contre, designe une source
potentielle de ROS : la NAD(P)H oxydase. L'inhibition de cette enzyme par l'ajout de
diphenylene iodonium (DPI), entra^ne une diminution de la reponse bystander.
Un premier bilan general dresse par Szumiel (2003) sur la mecanistique des evenements
conduisant a la generation d'EROs resume le ro^le central des radicaux dans la reponse au
voisinage (voir gure 2.13 page suivante).
Dans cette representation, la contribution hypothetique de recepteurs membranaires etait
pour la premiere fois proposee par Nagasawa et al. (2002), qui demontrait que la presence
de lipine 1 au cours de l'irradiation, annihile l'induction de SCE et diminue l'induction
de mutations. Depuis, plusieurs etudes corroborent l'implication de la signalisation issue
de la membrane dans la reponse au voisinage, sans pour autant en elucider clairement le
mecanisme (Shao et al., 2004; Tartier et al., 2007; Burdak-Rothkamm et al., 2007).
1. Agent entra^nant la disruption des radeaux de lipides riches en cholesterols.
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Figure 2.12 {
Evenements cellulaires impliques
dans la reponse au voisinage,
d'apres Azzam et al. (2002b).
Figure 2.13 { Signalisations cel-
lulaires hypothetique conduisant a
l'activation de la NAD(P)H oxydase
et la generation de ERO dans les
cellules bystander, d'apres Szumiel
(2003).
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De me^me, l'identite de mediateurs potentiellement impliques dans la transduction des
signaux des cellules irradiees aux cellules bystander reste a e^tre clariee. Il n'est d'ailleurs
pas etabli qu'il s'agisse de plusieurs mediateurs ou d'un mediateur universel. Cependant,
quelques caracteres peuvent e^tre cites.
Tous les types cellulaires ne sont pas capables de produire un signal bystander mais ceci
est independant de la capacite des cellules a repondre a des signaux bystander provenant
d'un autre type cellulaire (Burdak-Rothkamm et al., 2007). Partant de cette observation,
le seul candidat revele a ce jour pour la fonction de mediateur est la cytokine TGF- 1.
TGF- est secretee par les cellules irradiees et induit la generation d'EROs dans les cel-
lules voisines via l'activation de la NAD(P)H oxydase (Shao et al., 2008b,a; Portess et al.,
2007; Bauer, 2007). De plus, l'utilisation d'anticorps anti-TGF-, bloquant son action, en-
tra^ne l'inhibition de cette generation induite par TGF-. (Thannickal et al., 1998, 2000;
Thannickal and Fanburg, 1995).
Des travaux, plus recents, impliquent une autre source de production des EROs dans les
cellules voisines : les mitochondries (Lyng et al., 2002b; Tartier et al., 2007). Dans la ma-
jorite de ces travaux, la generation de EROs est mise en evidence par l'observation de la
variation du potentiel membranaire mitochondrial. Bien que la generation d'EROs mito-
chondriales soit souvent impliquee dans l'induction de l'apoptose, elle est aussi pour une
part impliquee dans l'apparition de dommages a l'ADN dans les cellules voisines (Lyng
et al., 2002b, 2000; Nugent et al., 2007). Cette activation mitochondriale, est parfois rela-
tee comme etant dependante de la signalisation membranaire (Lyng et al., 2002b; Tartier
et al., 2007; Alphonse et al., 2002; Laethem et al., 2006).
Une derniere hypothese, actuellement la plus soutenue (Szumiel, 2003), suppose que les
EROs soient elles-me^mes mediatrices de l'eet de voisinage. En eet, quelque soit l'origine
des radicaux oxygenes, la cascade de reaction en cha^ne induite par la formation de radi-
caux libres entraine la formation de certaines especes telles que HO:, O2
, H2O2, ou me^me
NO:. Ces especes seraient susamment stables pour penetrer a travers les pores membra-
naires des cellules et ainsi e^tre relarguees dans le milieu ou voyager d'une cellule a l'autre.
Dans ce dernier cas, la distance jusqu'au noyau d'une cellule bystander est susamment
courte pour induire de nouvelles reactions en cascade, particulierement en presence de fer
(reaction de Fenton), conduisant a de multiples dommages a l'ADN (Szumiel et al., 1995;
Seymour and Mothersill, 1999; Morgan and Sowa, 2007).
2.4.4 Le ro^le du calcium
Mothersill et al. ont abondamment etudie l'induction de variations de survie des cellules
voisines suite a l'irradiation , ce qui a abouti a demontrer que l'apoptose etait un mode
majeur de mort pour certains types cellulaires (Lyng et al., 2006b, 2002b; Mothersill and
Seymour, 1997b; Mothersill et al., 2004). Dans ces cas, les EROs sont impliquees dans la
diminution du potentiel mitochondrial et des niveaux intracellulaires du Ca2+ dans ces
cellules voisines.
1. Transforming growth factor 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La chelation du calcium et le blocage des canaux calciques voltage-dependants entra^nent
une surexpression de cette apoptose radio-induite dans les cellules bystander (Lyng et al.,
2006b). Plus recemment, Shao et al. (2006b) ont aussi reporte des variations de la reponse
bystander induite par irradiation aux particules  dependantes des ux calciques.
2.4.5 La communication cellulaire
Deux modes de communication semblent jouer un ro^le primordial dans la transmission de
signaux bystander ; la secretion de facteur soluble dans le milieu et le contact direct cel-
lule a cellule via les jonctions communicantes (pour revue, Seymour and Mothersill, 1999).
Le ro^le de facteurs solubles dans la transmission de signaux vers des cellules non ciblees
par l'irradiation est etabli notamment concernant l'induction d'eets clastogeniques. Ceci
a precedemment ete considere dans les revues de Morgan (2003b) et Mothersill and Sey-
mour (2006a). A faible dose d'irradiation, l'implication de facteurs solubles a ete demon-
tree par le biais de methodologies impliquant co-cultures de cellules sans contact physique
et transfert de milieu de cultures cellulaires irradiees vers des cultures non irradiees (So-
kolov et al., 2005). Bien que TGF- puisse e^tre un candidat a cette fonction de mediateur
soluble (Shao et al., 2008a,b), la nature me^me des facteurs impliques reste a e^tre elucidee.
Le second type de communication implique les jonctions communicantes. De nombreuses
etudes indiquent que ce type de jonction joue un ro^le central dans la mediation des re-
ponses bystander lorsque cellules ciblees et cellules voisines sont physiquement en contact.
Figure 2.14 { Connexons formant une
jonction de type gap (www.ulysse.u-
bordeaux.fr).
Les jonctions de type gap (jonctions communicantes) sont constituees de connexines,
appartenant a une famille de proteines dont les membres sont designes par leur poids
moleculaire (connexine 32 a 50). Ce sont des proteines transmembraines, dont la cha^ne
polypeptidique traverse la membrane quatre fois. Les connexines s'assemblent en com-
plexes de six unites qui forment un connexon menageant ainsi un pore d'un diametre de
2 nm environ. Les connexons presents dans les membranes de deux cellules voisines se
placent en vis-a-vis, se lient entre eux et forment ainsi une jonction percee par un pore
reliant les cytoplasmes des deux cellules contigues. Ces jonctions peuvent e^tre rassemblees
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en champs membranaires (nexus) plus au moins etendus (gure 2.14 page precedente).
Parmi les connexines composant les jonctions gap, la connexine 43 est la plus abondante.
L'utilisation d'inhibiteurs des jonctions gap, comme le lindane ou l'octanol, peut entra^ner
une diminution de l'induction de micronoyaux (Azzam et al., 2000; Shao et al., 2003d),
du taux de mutations (Zhou et al., 2000, 2001, 2006), de l'expression de P53 et P21waf
(Azzam et al., 1998, 2000), de la formation de foci H2AX (Hu et al., 2006). Des resultats
similaires ont ete montres par Azzam et al. (2001) avec l'utilisation de lignees decitaires
pour l'expression de la connexine 43. De plus, une sur-regulation de l'expression de la
connexine 43 ainsi que des modications de son etat de phosphorylation ont ete mises en
correlation avec une augmentation de la communication inter-cellulaire suite a l'irradiation




L'absorption des radiations dans la matiere vivante entra^ne de nombreux eets
moleculaires et cellulaires tels que dommages a l'ADN, aux proteines et aux lipides.
Suite a l'irradiation dierentes voies de signalisation sont activees, notamment
la signalisation issue de la membrane cytoplasmique (activant une serie de MAP
kinases) ou encore une signalisation activee par les dommages a l'ADN et mettant
en jeux les proteines ATM ou ATR. Ces signalisations conduisent a deux reponses
cellulaires principales chez les cellules de mammiferes. La premiere consiste en
l'activation de la transcription de genes, dont les produits sont impliques dans
les blocages temporaires du cycle cellulaire et dans la reparation de l'ADN. La
deuxieme reponse survient consecutivement a l'echec de la premiere, il s'agit de la
mort programmee : l'apoptose radio-induite.
Pour des faibles doses de radiations, les phenomenes relatifs aux eets non-
cibles doivent e^tre consideres. Ces phenomenes regroupent l'instabilite genomique,
la radio-adaptation et l'eet de voisinage.
L'eet de voisinage, schematise ci-dessous, est majoritairement mis en evidence par
l'apparition de dommages a l'ADN dans les cellules voisines de cellules irradiees,
mais non directement ciblees par l'irradiation. Les signaux relatifs a cet eet
peuvent e^tre transmis d'une cellule a l'autre par deux types de communications
cellulaires : via le milieu ou via les jonctions communicantes. Les especes reactives
de l'oxygene (nommee EROs) semblent jouer un ro^le actif dans la signalisation de
cet eet de voisinage.
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3.1. (Micro)faisceaux et accelerateurs de particules
Dans ce troisi
eme chapitre l'impact de l'utilisation des microfaisceaux pour des
applications en radiobiologie est presentee en prenant compte des avantages appor-
tes par la technique pour l'irradiation comparativement aux methodes usuelles. Dans un
second temps, ce chapitre detaille d'un point de vue technique la composition des die-
rentes installations d'irradiation par microfaisceaux existant a travers le monde an de
dresser un bilan des conditions de developpement requises pour l'elaboration de tels sys-
temes d'irradiation speciquement dedies a la radiobiologie. Ce chapitre est representatif
du domaine a l'interface entre la physique et la biologie dans lequel se place l'etude de la
reponse cellulaire suite a l'irradiation par microfaisceaux.
3.1 (Micro)faisceaux et accelerateurs de particules
Les accelerateurs de particules sont des instruments qui utilisent des champs electriques
et/ou magnetiques pour amener des particules chargees electriquement (des ions) a des
vitesses elevees. En d'autres termes ils communiquent de l'energie aux particules.
En 2004, plus de 15 000 accelerateurs etaient denombres dans le monde ((Ragnar, 2005)).
Une centaine seulement sont de tres grandes installations, nationales ou supranationales
(par exemple le CERN). Les machines electrostatiques de type industriel composent plus
de 80 % du parc mondial des accelerateurs industriels d'electrons. De tres nombreux petits
accelerateurs lineaires sont utilises en medecine (radiotherapie anti-tumorale).
3.1.1 Domaines d'applications
Les accelerateurs ont des applications aussi variees que
{ la physique nucleaire (production de neutrons par exemple), pour la recherche fonda-
mentale sur les particules elementaires des hautes energies,
{ le domaine medical, pour le traitement des cancers par radiotherapie,
{ le domaine militaire, en particulier pour la simulation des armes nucleaires.
En physique fondamentale, ils servent a accelerer des faisceaux de particules chargees
(electrons, positons, protons, antiprotons, ions...) pour les faire entrer en collision avec la
matiere et etudier les particules elementaires generees au cours de cette collision. Les dif-
ferents champs de recherches faisant intervenir les accelerateurs de particules sont decrits
dans le tableau 3.1 page suivante.
L'energie des particules accelerees se mesure en electron-volts (eV) mais les unites sont sou-
vent le million (1 MeV=106 eV), le milliard d'electronvolts (1 Gev=109 eV). La physique
des hautes energies (ou subnucleaire ou des particules elementaires) se denit justement
a partir du GeV et au dela.
On distingue deux grandes categories : les accelerateurs lineaires et les accelerateurs cir-
culaires.
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Recherche Methodes Accelerateurs
Physique des particules Collisions Synchrotrons,
collisionneurs a protons ou
electrons
Physique nucleaire Collisions noyau-noyau Accelerateurs d'ions
lourds : synchrotron,
cyclotron, Tandem, Linac
Physique atomique Collisions atomiques Accelerateurs d'ions
lourds : synchrotron,
cyclotron, Tandem, Linac
Matiere condensee Diraction de rayons X Rayonnement synchrotron
Matiere condensee Diusion de neutrons Linac a proton
Biologie, chimie Cristallographie des proteines,
des virus
Rayonnement synchrotron
Physique des materiaux Analyse par activation,
spectrometrie de masse,
analyse elementaire
Van de Graa, Tandem
Table 3.1 { Application des accelerateurs pour la recherche.
3.1.2 Les accelerateurs lineaires
Les accelerateurs lineaires sont plus anciens que les accelerateurs circulaires ; ils sont ap-
parus des 1928 avec l'accelerateur lineaire de Wideroe, dont le principe est repris par
Sloan et Lawrence aux Etats-Unis a partir de 1931. En France, au debut des annees 1960,
on a construit a Orsay en Essonne un accelerateur lineaire et son Anneau de Collision
(ACO) dont l'energie etait de l'ordre du GeV. Les accelerateurs lineaires ne permettaient
pas, initialement, de produire des faisceaux d'aussi grande energie que les accelerateurs
circulaires. En revanche ils ont de nombreux avantages. En eet, la geometrie est « ou-
verte », c'est a dire que l'on peut envoyer ou extraire le faisceau facilement et un faisceau
de ux eleve pourra e^tre transporte avec les technologies actuelles. Ils sont souvent utilises
comme injecteurs de faisceaux dans les grandes structures (collisionneurs circulaires), et
maintenant developpes comme elements de grands collisionneurs lineaires. Actuellement,
le plus grand accelerateur lineaire au monde est celui de Stanford aux Etats-Unis.
On trouve plusieurs techniques d'acceleration :
Les accelerateurs electrostatiques Une haute tension statique est appliquee entre
des electrodes successives produisant ainsi un champ electrique statique.
{ Les multiplicateurs de tension (combinaison en cascade de condensateurs et de
redresseurs) de type Greinacher ou Cockcroft et Walton permettent d'obtenir des
hautes tensions qui ont les caracteristiques des machines proprement electrosta-
tiques (Singletron , Tandetron de la societe HVEE). L'energie acquise par les
54
3.1. (Micro)faisceaux et accelerateurs de particules
particules est egale, en electron-volts, au produit de la charge electrique et de la
dierence de potentiel.
{ Le microscope electronique est le plus connu des accelerateurs electrostatiques.
L'acceleration jusqu'a quelques centaines de KeV fournit des longueurs d'ondes
adaptees aux dimensions des cellules, des virus, des microcristaux et des plus
grosses molecules.
{ Le generateur electrostatique le plus typique est le generateur de Van de Graa : la
dierence de potentiel est de quelques MV (20 MV pour les accelerateurs-tandem
de type Vivitron ou Laddertron ou Pelletron). Pour accro^tre l'energie a tension
constante, on ne peut qu'augmenter la charge electrique. Mais les sources d'ions
multicharges sont, en general, complexes, et il est peu commode de les loger dans
une electrode haute tension. L'accelerateur electrostatique tandem (1958) apporte
une solution a ce probleme.
Les accelerateurs lineaires a radiofrequences de type Wideroe (1928) ou Alvarez
(1947). Couramment appeles LINAC (elements disposes en ligne droite) : la trajec-
toire des particules est toujours rectiligne, mais le champ electrique est de haute
frequence. Les sources alternatives Haute Frequence utilisees sont presque toujours
des klystrons (tubes amplicateurs hyperfrequences) dont la puissance de cre^te peut
atteindre 60 MW. Les particules sont accelerees par impulsions successives convena-
blement synchronisees sans avoir a isoler des dierences de potentiel equivalentes a
l'energie nale. Le faisceau en passant dans une suite de cavites ou regne un champ
electrique alternatif va pouvoir atteindre une energie de quelques centaines de MeV.
On distingue encore deux types selon qu'il s'agit des accelerateurs d'ions (basses
energies) ou d'electrons (haute energie).
3.1.3 Les accelerateurs circulaires
Les accelerateurs circulaires detiennent le record d'energie. En eet, l'energie recue par
metre de trajectoire, c'est-a-dire l'intensite du champ electrique accelerateur, est limitee
par des facteurs physiques et techniques. En enroulant la trajectoire, on obtient l'equi-
valent d'un accelerateur rectiligne ayant, non pas des kilometres, mais des milliers de
kilometres de longueur.
Parmi les accelerateurs circulaires, deux categories se distinguent. Les accelerateurs em-
ployant un champ magnetique xe (et un aimant massif) et ou les trajectoires sont en
spirales correspondent aux cyclotrons (E. Lawrence ,1929) et aux synchrocyclotrons (concu
a Berkeley en 1946). Au contraire, dans les synchrotrons (E. Mc Millan et V. Veksler),
le champ magnetique varie pendant l'acceleration, de telle sorte que celle-ci a lieu sur
un cercle invariable et que l'electroaimant (annulaire) est, a energie egale, considerable-
ment reduit. Les synchrotrons sont donc, pour des raisons economiques, les accelerateurs
permettant d'avoir des orbites de tres grand rayon.
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3.2 L'impact des microfaisceaux en biologie des ra-
diations
La premiere utilisation de microfaisceaux pour la radiobiologie date des annees 1950,
lorsque Bloom et Zirkle devoloppent et utilisent des microfaisceaux de basses energies pour
l'etude des eets des radiations sur le cycle cellulaire (Bloom and Zirkle, 1954; Zirkle and
Bloom, 1953). Oublies depuis, l'intere^t des biologistes pour les microcrofaisceaux rena^t
dans les annees 1990 avec la decouverte des eets non-cibles a faible dose d'irradiation.
3.2.1 Les moyens d'irradiation a faible dose
L'exposition in vitro de systemes cellulaires (monocouches, microcolonies ou tissus) a
faibles doses de rayonnements peut s'eectuer selon deux approches distinctes, develop-
pees ci-dessous. L'irradiation en champ large est l'approche conventionnelle. L'irradiation
par microfaisceau apporte une meilleure ma^trise de l'irradiation.
Irradiation en champ large
La premiere approche consiste a exposer uniformement l'ensemble des cellules a une dose
determinee de rayonnements, en particulier de rayonnements electromagnetiques (Rayon
X ou ) ou de particules . Les techniques d'irradiation en question relevent de l'utili-
sation de sources ou de faisceaux irradiant en champ large (macrofaisceaux). Les eets
radio-induits peuvent alors e^tre relies directement a la dose recue par le systeme. Autre-
ment, a partir de loi de distribution statistique des impacts dans la population de cellules,
le nombre de cellules touchees par n particules peut e^tre determine.
Cependant, l'irradiation etant dans ce cas uniformement repartie au hasard, les cibles de
l'irradiation ne peuvent pas e^tre identiees. An de permettre un contro^le de l'irradia-
tion, en terme de localisation, dierentes methodes ont ete developpees (pour revue, Hill
et al., 2006). Le moyen le plus classiquement mis en uvre, represente en gure 3.1 page
ci-contre, consiste a couper la trajectoire des radiations via des masques de geometries
variables permettant une alternance de zones cellulaires irradiees et non irradiees. Des
masques de tailles micrometriques peuvent permettre une irradiation au niveau cellulaire,
voire sub-cellulaire. Une methode complementaire, moins utilisee, consiste a mettre en
place un systeme de co-culture separant physiquement les cellules irradiees des cellules
non-irradiees (voir gure 3.2 page suivante).
Irradiation par microfaisceaux
La deuxieme approche consiste a irradier les cellules par une faible uence de particules
chargees, en majorite des . Ainsi, une faible proportion de cellules est traversee par les
particules presentant un fort TEL et une trace tres dense. Dans ce cas, la distribution de
la dose n'est pas uniforme dans la population cellulaire, mais s'eectue uniquement dans
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(a) Masque d'irradiation en ligne. La ligne d'ir-
radiation a une largeur de 120 m, l'impact des
particules alpha peut e^tre revele par utilisation
d'un detecteur CR39 (1) et dans le cas de rayons
X, le detecteur en lm Gafchromic HD-810 per-
met de reveler l'emplacement de l'irradiation
(2).
Figure 3.1 { Representations schematiques
de l'utilisation de masques pour l'irradia-
tion.
(b) Demi-masque pour irradiation de cultures
en monocouche (1) ou de tissus (2).
(c) Masque d'irradiation grillage. Dans le cas
(1), 50% des radiations sont transmises, et en
(2) uniquement 17%.
Figure 3.2 { Representation d'un systeme
d'irradiation en co-culture.
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la faible proportion de cellules traversees par les particules. Alors, les eets radio-induits
peuvent e^tre relies a un nombre de particules par cellule ou a la dose correspondante. La
precision des microfaisceaux permet de contro^ler :
{ La fraction de cellules traversees par les particules,
{ Le nombre de particule(s) pour chaque cible,
{ La localisation de la trace au niveau cellulaire ou sub-cellulaire.
3.2.2 Un intere^t grandissant pour les microfaisceaux
La force initiale de ces installations est leur capacite a delivrer un nombre de particules
donne a une cellule individuelle. Le ciblage d'une cellule unique au sein d'une population
et l'analyse des dommages induits cellule par cellule permettent une irradiation caracteri-
see du point de vue de la qualite des radiations et de la denition de la cible et de la dose.
De cette facon, les dommages induits par les radiations peuvent e^tre directement correles
a l'energie, au nombre d'ions, au type cellulaire ainsi qu'au compartiment cellulaire irradie.
Les developpements technologiques en informatique et en imagerie rendent possible la
conception de systeme de micro alignements, automatiques et rapides, necessaires pour
des applications en radiobiologie. Cette ma^trise des protocoles d'irradiation prend une
importance tout particuliere dans le cadre de l'etude des risques associes lors d'expositions
environnementales a des particules  emises par des isotopes radioactifs naturels (radon).
Depuis que les premiers microfaisceaux modernes sont operationnels, leur utilisation pour
l'amelioration des connaissances concernant les cibles et les signalisations requises dans les
reponses radio-induites est donc parfaitement appropriee. L'avantage majeur des micro-
faisceaux pour l'irradiation de cellules est de permettre la determination des mecanismes
moleculaires conduisant a une reponse au voisinage.
En consequence, la communaute scientique developpe un engouement certain pour l'uti-
lisation de telles installations. Un signe evident de cet intere^t est le grand nombre d'equi-
pements de microfaisceau deja existant ou en cours de developpement a travers le monde
(Brenner and Hall, 2002; Gerardi, 2006).
Peu de ces equipements sont totalement operationnels et peuvent exercer de facon re-
guliere. Actuellement, un vingtaine de laboratoires a travers le monde se consacrent au
developpement de microfaisceaux a particules chargees dans un but d'etudes radiobio-
logiques. Ceci correspond grossierement a un doublement du nombre de projets depuis
le debut du nouveau siecle. Ceci est represente par les tableaux 3.3 page ci-contre qui
dressent un bilan des microfaisceaux operationnels en 2002 puis en 2006.
3.2.3 Les dierentes installations
La conception des microfaisceaux pour la radiobiologie a enormement evolue depuis le
milieu des annees 1990. Cette evolution, rapide, aboutit a la distinction de dierentes
types d'installations.
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Laboratoires TEL Operationnel Pratique de
biologie
Gray cancer institute, London, UK bas et haut oui oui
Universite de Colombia I, New York, USA haut oui oui
Universite de Colombia II, New York, USA bas, tres haut non non
JAERI, Takasaki, Japon haut oui oui
PNL, Richland, Washington, USA bas oui non
PTB, Braunschweig, Allemagne bas, haut oui non
CENBG, Bordeaux, Gradignan bas, haut oui non
INFN, Naz Legnaro-Padova, Italie bas, haut oui non
Universite de Leipzig, Allemagne bas, haut oui non
MIT, Boston, USA bas, haut oui non
Universite de Munich, Garching, Allemagne bas, haut oui non
INFN, Sez di L'Aquila, Italie X doux non oui
INFN, Sez di Padova, Italie haut non oui
LBL Berkeley, USA tres haut non non







Universite de Colombia I, New York, USA vertical collimation oui
Gray cancer institute, London, UK vertical collimation oui
INFN, Naz Legnaro-Padova, Italie horizontal collimation en cours
Institut de physique des plasma, Hefei,
China
vertical collimation en cours
JAERI, Takasaki, Japon vertical collimation oui
MIT, Boston, USA vertical collimation en cours
Universite du Texas, USA vertical collimation en cours
CENBG, Bordeaux, Gradignan horizontal focalisation oui
Universite de Colombia II, New York, USA vertical focalisation oui
GSI, Darmstad, Allemagne horizontal focalisation oui
Universite de Krakow, Pologne horizontal focalisation en cours
LIPSION, universite de Leipzig, Allemagne horizontal focalisation en cours
LBL Berkeley, USA horizontal focalisation en cours
UNiversite de Lund, Suede horizontal focalisation en cours
PTB, Braunschweig, Allemagne vertical focalisation oui
SNAKE, Universite de Munich horizontal focalisation oui
SPICE, NIRS, Chiba, Japon vertical focalisation en cours
(b) Etat des installations produisant des microfaisceaux en 2006 d'apres Gerardi (2006).
Figure 3.3 { Etat des installations produisant des microfaisceaux en 2002 et 2006.
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Le premier type de microfaisceaux d'ions utilises en radiobiologie et encore actuellement
operationnels sont constitues de lignes horizontales, prenant avantage d'installations pre-
cedemment existantes. Elles correspondent a une adaptation d'equipements qui etaient
d'abord utilises pour l'analyse elementaire. Comme des exemples de ce type d'installation
on peut citer : le GSI (Darmstadt, Allemagne), le INFN-LNL (Legnaro, Italie), l'univer-
site de Krakow (Poland), le LIPSION (universite de Leipzig, Germany), l'universite de
Lund (Suede), le SNAKE (l'universite de Munich, Allemagne) et le CENBG (Bordeaux,
France). A l'exception du INFN-LNL qui est fonde sur collimation du faisceau, les instru-
ments precedemment cites sont fondes sur focalisation du faisceau.
Generalement, les microfaisceaux speciquement developpes pour des etudes radiobiolo-
giques, correspondant a un deuxieme type d'installation, sont verticaux et fondes sur colli-
mation ; par exemples, les equipements du Gray cancer institute (GCI, Londres, Royaume-
Uni) et l'Universite de Columbia I (New York, Etats-Unis) sont montes de cette facon,
avec un microfaisceau irradiant les echantillons par le dessous. Le JAERI (Takasaki, Ja-
pon) est un autre exemple de microfaisceau vertical fonde sur collimation mais irradiant
par le dessus. La conception verticale est plus adaptee a la pratique de la biologie cel-
lulaire. Le choix de la collimation est en general dependant de contraintes d'encombrement.
Les recents equipements de Columbia University II et PTB (Braunschweig, Allemagne)
sont quant a eux des exemples de microfaisceaux verticaux fondes sur focalisation et
irradiant respectivement du dessus et du dessous, la focalisation permettant une precision
de ciblage (sous vide) de l'ordre sub-micrometrique.
3.3 Conception des installations d'irradiation par mi-
crofaisceaux pour la radiobiologie
L'ensemble des installations existantes permettent aujourd'hui d'avoir du recul sur la
conception de microfaisceaux dedie a la radiobiologie, dressant ainsi un recapitulatif des
avantages et inconvenients de chaque installation (pour revue, Bigelow et al., 2008).
3.3.1 Description d'une installation type
Dierentes conditions de developpement doivent e^tre prises en consideration pour le de-
veloppement d'une plateforme d'irradiation par microfaisceau d'ions. Ces conditions sont
resumees sont forme de schema dans la gure 3.4 page suivante.
Le faisceau de particules doit atteindre un taille micrometrique, a l'echelle de la cellule.
An de travailler avec des cultures vivantes, le microfaisceau doit e^tre extrait a l'air. Les
cellules sont en general cultivees sur des supports adaptes aux conditions biologiques mais
aussi a la geometrie du faisceau. De maniere generale, les systemes de reconnaissance des
cibles, de deplacement des cultures et de contro^le du faisceau sont geres automatiquement.
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Figure 3.4 { Representation schematique d'une installation d'irradiation par microfais-
ceau d'ions, adaptee de Hall and Hei (2003).
3.3.2 La formation du faisceau
An de limiter spatialement l'irradiation a une cellule parmi une population ou me^me
a un niveau subcellulaire, le faisceau de particules chargees doit e^tre reduit a une taille
micrometrique, voire submicrometrique. Les deux methodes possibles sont la collimation
ou la focalisation du faisceau.
La microcollimation permet une extraction facilite du faisceau a l'air et permet la re-
duction du debit de dose a un niveau coherent avec les faibles doses d'irradiation. La
principale limitation des faisceaux collimates mecaniquement est la dispersion des par-
ticules qui augmente avec le diametre interne du collimateur. Limiter cette dispersion
est donc indispensable pour ameliorer la qualite du faisceau ; les principaux parametres
modulables sont lies au materiau composant le collimateur et a son alignement avec le
faisceau.
Par exemples, au GCI a ete mis en place un capillaire enserre dans un systeme d'aligne-
ment automatique an de le maintenir a la verticale (Folkard et al., 1997a,b). Ce capillaire,
ayant une longueur de 1 mm, est constitue de verre et les parois sont recouvertes de bore.
A l'universite de Colombia, le systeme de microcollimation se compose d'une paire d'ou-
vertures (de 5 et 6 m de diametre) forees au laser dans une feuille en acier inoxydable
epais de 12,5 m couple a un systeme automatique d'alignement (Randers-Pehrson et al.,
2001). Au INFL-LNL, le faisceau est collimate dans l'air par le biais d'un trou de 2 ou 5
m de diametre, fore dans un materiau en tantale (Gerardi et al., 2005).
D'une maniere generale, la collimation mecanique permet d'obtenir des faisceaux d'un
diametre de 5 m.
La focalisation peut e^tre realisee magnetiquement ou electrostatiquement et permet l'ob-
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tention des faisceaux les plus etroits, de dimension sub-micrometrique, avec une haute
resolution spatiale sous vide. Cependant lors de l'extraction a l'air du faisceau, ces capa-
cites sont legerement depreciees (mais restent meilleures que la collimation). De plus, les
faisceaux focalises sont caracterises par une forte intensite de courant, ce qui est indis-
pensable pour les applications non-biologiques comme l'analyse elementaire, mais proble-
matique dans le cas d'irradiation a faible dose.
L'installation d'une focalisation est aussi extre^mement cou^teuse nancierement et spatia-
lement. L'espace requis pour la mise en place de lentilles de focalisation justie le fait que
l'option est moins utilisee depuis la mise en place de lignes verticales (deuxieme type de
microfaisceaux dedies a la radiobiologie).
Neanmoins ces conditions permettent de realiser des irradiations avec un faisceau ayant
un diametre de 1 m au PTB (Greif et al., 2004) et au SNAKE (Dollinger et al., 2005).
Une taille sub-micrometrique a deja ete produite a l'universite de Columbia II et au GSI
(Fischer et al., 2003; Heiss et al., 2004). Sous vide, un faisceau de 50 nm a me^me ete
obtenu au LIPSION (Fiedler et al., 2004; Reinert et al., 2004).
3.3.3 La mise a l'air du faisceau
L'etude de la reponse cellulaire a l'irradiation necessite de travailler avec des cellules vi-
vantes ; il est donc imperatif d'extraire le faisceau, voyageant sous vide, a l'air. Pour cela,
dierents systemes ont deja ete mis au point.
Au JAERI, l'extraction du faisceau est realisee via l'utilisation de multiples systemes de
pompes dierentielles, gerant le passage du vide a l'air, alors que le faisceau voyage dans
une section de lignes extre^mement etroites (Funayama et al., 2008; Kobayashi et al., 2003).
La majorite des autres installations utilise une fene^tre, extre^mement ne, de l'ordre du
m, constituee de polymeres tels que le mylar, le kapton ou encore le polypropylene. Par
ailleurs, certaines fene^tres peuvent atteindre des epaisseurs de l'ordre de la centaine de
nm, dans le cas de membrane en nitrure de silicium. Ces fene^tres supportent un dierentiel
de pression de l'ordre de 1 atmosphere. Les fene^tres en nitrure de silicium, aujourd'hui
disponibles commercialement, est le type de fene^tre le plus prise car il permet l'extraction
du faisceau avec une dispersion negligeable des particules lors du passage du faisceau. Ces
fene^tres sont par exemple utilisees a l'universite de Colombia II (Bigelow et al., 2005), au
GSI (Heiss et al., 2004), a l'universite de Krakow (Veselov et al., 2006), a l'universite de
Lund (Shari et al., 2005b) et au LIPSION (Reinert et al., 2004).
3.3.4 Observation et Reperage des cellules
Dierents systemes d'observations
An d'irradier une cellule unique parmi une population et d'analyser la reponse cellulaire
cellule par cellule, il est necessaire d'identier avec exactitude la cible en question. A ce
jour, trois approches sont couramment utilisees pour la reconnaissance des cellules :
1. la coloration des cellules couplee a l'utilisation de la microscopie de uorescence,
62
3.3. Conception des installations d'irradiation par microfaisceaux pour la radiobiologie
2. l'utilisation de la microscopie optique par contraste de phase,
3. la microscopie dite en phase quantitative.
La premiere approche consistant a colorer les cellules avec un colorant vital est la plus
souvent recensee. Cette methode est par exemple mise en place a l'universite de Colombia
(Randers-Pehrson et al., 2001), au GCI (Folkard et al., 1997a,b), au GSI (Heiss et al.,
2004) et au JAERI (Kobayashi et al., 2003). Les colorants cellulaires, majoritairement
uorescents, sont utilises pour leur capacite a se xer speciquement a certaines mole-
cules, ce qui permet de visualiser une cibles sub-cellulaire determinee. Les cellules sont
dans ce cas visualisees in situ gra^ce a un microscope a epiuorescence couple generale-
ment a une camera CCD, permettant de realiser des acquisitions d'images, et a un logiciel
approprie, permettant la mesure et la sauvegarde des coordonnees de chaque cible. La
reconnaissance des cellules est donc realisee automatiquement sur la ligne d'irradiation.
L'utilisation de la microscopie optique par contraste de phase peut e^tre une solution moins
invasive car dans ce cas, l'utilisation de colorants et d'UV est evitee (gure 3.5). De tels
systemes ont ete adoptes au INFN-LNL (Gerardi et al., 2005), a l'universite de Lund
(Elfman et al., 2005; Shari et al., 2005a,b) et au SNAKE (Dollinger et al., 2005). Par
contre, dans ce genre d'installation, la reconnaissance des coordonnees des cibles n'est pas
realisee in situ et l'enregistrement des coordonnees est en general semi-automatique car
necessite une intervention manuelle.
Figure 3.5 { Reconnaissance des
cibles via microscopie par contraste
de phase au SNAKE. (a) Visuali-
sation des cellules et reperage des
coordonnees de la cible. (b) Carac-
teristiques visibles d'une cellule en
contraste de phase.
La troisieme methode regroupe les avantages des deux precedentes. La microscopie en
phase quantitative permet une reconnaissance cellulaire sans ajout de colorants, sans UV
et de maniere automatique in situ. L'acquisition d'images est obtenue dans ce cas par
l'acquisition de trois images successives : une correspondant au plan focal, et deux defoca-
lisees positivement et negativement par rapport au plan focal (gure 3.6 page suivante).
Des logiciels specialises permettent de traiter ce genre de donnees (distribues par exemple
par IATA, Melbourne, Australie). Des installations comme l'universite de Colombia (Bi-
gelow et al., 2005), le GSI (Heiss et al., 2004) et l'universite de Krakow (Veselov et al.,
2005, 2006) utilisent ce systeme.
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Figure 3.6 { Reconstitution d'une image en
microscopie en phase quantitative permet-
tant la visualisation des cellules sans colo-
rant specique. La representation utilisant de
fausses couleurs permet de distinguer les cel-
lules (Bigelow et al., 2005).
La vitesse : un parametre important
La vitesse de reconnaissance est un critere inuent dans l'amelioration des systemes d'irra-
diation par microfaisceaux. La reconnaissance automatisee des cibles permet dans certains
cas un debit d'irradiation de 2000 a 15000 cellules par heure (Ce qui est la cas au GCI, a
l'universite de Colombia et au PTB). Ceci permet d'observer des evenements cellulaires
dont la frequence d'apparition est de l'ordre de 10 4, comme les mutations par exemple.
Avec des systemes semi-automatiques, le debit d'irradiation est en general inferieur a 1000
cellules par heure. Ceci est satisfaisant pour des etudes portant sur l'induction de micro-
noyaux, l'expression de proteines, la mort cellulaire. . .
L'amelioration de la vitesse d'irradiation est modulable selon dierents parametres. La
mise en place d'un systeme de translation portant les cultures cellulaire an de deplacer
les cibles au dessus du microfaisceau est un des moyens les plus couramment utilises,
particulierement dans le cas de faisceaux collimates. De tels systemes de deplacement geres
automatiquement apportent un avantage sur la rapidite d'execution d'une irradiation,
mais aussi joue sur la precision (les deplacements pouvant e^tre geres au micrometre pres)
ainsi que sur la reproductibilite.
D'autre part, la mise en place de systemes permettant un deplacement local du faisceau
est aussi un moyen d'ameliorer la vitesse du systeme. Ceci est frequemment utilise dans
le cas de faisceaux focalises, ce qui est d'ailleurs un de leurs avantages.
3.3.5 La numeration des particules delivrees
La capacite de detecter et de contro^ler le nombre de particules delivrees a une cellule
unique est caracteristique de la technique d'irradiation par microfaisceaux . Les irradia-
tions avec un nombre predetermine d'ions necessite une haute capacite de detection ainsi
qu'une grande reproductibilite. Dans le but de stopper le faisceau apres le passage du
nombre deni de particules, le systeme de detection est souvent couple a un systeme de
deection contro^lant le faisceau. Le detecteur envoie un signal aux deecteurs lorsque le
nombre pre-selectionne d'ions par cellule a ete delivre. La detection des particules peut
e^tre realisee selon deux methodes ; soit avant la culture cellulaire, soit apres.
Placer le detecteur entre l'extraction du faisceau et la cible impose l'utilisation de detec-
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teurs en transmission tres ns an de minimiser les consequences sur la qualite du faisceau.
En eet, les particules traversant le detecteur perdent une partie de leur energie et sont
alors legerement deviees de leur trajectoire ; la resolution spatiale du faisceaux est aec-
tee. L'avantage d'une telle methode est que la culture cellulaire ne subit pas de contrainte
directe lors de la mesure. Les scintillateurs en plastique tres ns sont generalement utilises
dans cette conguration. Ils produisent au passage des particules un signal luminescent.
La detection de ce faible signal requiert l'utilisation d'un photomultiplicateur performant
et d'un environnement vierge de toute lumiere parasite.
Ce type d'approche a ete developpe au GCI (Folkard et al., 1997a,b) ou le collimateur
est surmonte au niveau de la sortie du faisceau par une feuille de mylar de 3 m pour
l'extraction a l'air puis par une feuille d'aluminium de 4 m (limitant le scintillement du
verre composant le collimateur) et par le scintillateur en plastique d'une epaisseur de 18
m (type Bricon BC400). La lumiere emise par le scintillateur est detectee par un photo-
multiplicateur monte sur la tourelle d'objectifs d'un microscope. L'ensemble du systeme
est englobe dans une bo^te etanche a la lumiere an de limiter le bruit de fond provenant
de la lumiere environnante. La capacite de detection de ce systeme est superieur a 99%
avec moins de 1% de faux positifs pour les particules 1H+ et 3He2+. La detection basee
sur l'utilisation de scintillateur est aussi mise en place au JAERI (Kobayashi et al., 2003)
et au PTB (Greif et al., 2004). Le detecteur peut aussi e^tre a gaz basse pression. Ce type
de detecteur associe a la membrane de nitrure de silicium a ete developpe au CENBG
(Barberet et al., 2004).
La deuxieme conguration pour la detection de particules consiste a placer le detecteur
au dessus de la culture cellulaire (gure 3.7a page suivante). Dans ce cas, l'energie des
particules doit e^tre susante pour traverser les cellules. Dans certains laboratoires cette
methode necessite le retrait de milieu de culture au moment de l'irradiation. Ceci pre-
sente par contre l'avantage de ne pas perturber la qualite du faisceau. Cette geometrie
a ete adoptee a l'universite de Colombia (Randers-Pehrson et al., 2001), a l'INFN-LNL
(Gerardi et al., 2005), au LIPSION (Fiedler et al., 2004), a l'universite de Lund (Nilsson
et al., 2006) et au SNAKE (Dollinger et al., 2005). Dierents types de detecteurs peuvent
e^tre utilises (detecteur en silicium, detecteur a scintillation, detecteur a gaz . . . ).
Au sein de l'installation du GSI, comme les ions carbone n'ont pas assez d'energie pour
traverser l'epaisseur de 2 mm de la chambre maintenant les cellules, aucun detecteur ne
peut e^tre mis en place. Une troisieme methode est donc utilisee dans ce cas. Un channeltron
est monte sous la fene^tre d'extraction du faisceau, au dessus du collimateur, sous vide pour
detecter les electrons secondaires produits au passage d'un ion lourd traversant la fene^tre
(gure 3.7b page suivante). An d'optimiser le ratio du signal sur le bruit et de maximiser
l'induction d'electrons secondaires, la membrane en nitrure de silicium est recouverte d'une
couche de CsI. Une ecacite de detection de 99,5% a ete obtenue dans cette conguration
pour les ions carbone (Heiss et al., 2004).
65
Chapitre 3. Radiobiologie et microfaisceaux
(a) Exemple de montage avec mise en
place du detecteur sur une tourrelle de
microscope (Fischer et al., 2003).
(b) Schematisation du systeme de de-
tection au sein de l'installation du GSI,
d'apres Fischer et al. (2003).
Figure 3.7 { Exemples de systemes de detection.
3.3.6 Maintien d'echantillons biologiques
Les echantillons biologiques requierent une attention particuliere quant a l'environnement
dans lequel ils se trouvent. Les cultures de cellules doivent e^tre maintenues dans un envi-
ronnement humide, a temperature contro^lee et sterile an de garantir des conditions de
croissance non stressante. Ceci est parfois dicile a mettre en place au sein d'instrumen-
tations elaborees comme les installations d'irradiation par microfaisceaux d'ions.
De plus, les cellules doivent e^tre mises en culture sur un support lui-me^me convenant
a l'installation. En d'autres termes, les supports doivent donc e^tre biocompatibles mais
doivent de la me^me facon e^tre compatibles avec le systeme de reconnaissance des cellules.
Par exemple, dans le cas de la visualisation des cibles par la uorescence, le support cellu-
laire doit e^tre transparent optiquement et non uorescent pour la visualisation des cellules.
Pour ces conditions, le polypropylene est souvent utilise mais requiert l'utilisation d'un
facteur d'attachement des cellules. Les feuilles de mylar sont aussi un bon candidat, mais
elles uorescent aux UV. D'autre materiaux tels que les CR39 ou le nitrure de silicium
sont aussi souvent utilises.
La geometrie des supports de cultures cellulaires sont en general dependants de la geome-
trie de l'installation elle-me^me, selon par exemple que le faisceau soit vertical ou horizon-
tal, mais aussi depend de l'encombrement spatial. Les conditions pour chaque installation
d'irradiation de culture par microfaisceaux sont donc quasiment unique. Les quelques
exemples ci-dessous illustrent la diversite des installations.
{ Dans le cas de l'universite de Colombia (Randers-Pehrson et al., 2001), le detecteur
de particules est place derriere les cultures cellulaires. Comme l'energie du faisceau n'est
pas susamment grande pour parcourir de longues distances, le milieu de culture est
aspire au moment de l'irradiation an de retrecir la distance de travail. Une atmosphere
contro^lee en CO2 et en humidite permet de limiter la deshydratation, mais ne conserve
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pas la sterilite. Les support cellulaires sont constitues d'une feuille de polypropylene
maintenue dans un puit de 6,3 mm de diametre.
{ Au GCI, un support annulaire de 34 mm de diametre peut maintenir une feuille de
mylar ou de polypropylene (de 3 a 4 m d'epaisseur). Cet anneau a ete speciquement
developpe pour s'inserer sur la platine de deplacement (Heiss et al., 2004; Folkard et al.,
1997b).
{ Dans le cas du PTB (Greif et al., 2004), les boites de cultures ont ete elaborees pour di-
rectement s'inserer au niveau de la mise a l'air du faisceau. Il s'agit d'une petit chambre
cylindrique de 8 mm de diametre et 1 mm de hauteur, dont la face placee cote faisceau
est constituee de teon de 25 m d'epaisseur (gure 3.8). Les cellules sont visualisees
via un microscope inverse et a travers le milieu de culture, epais de 1 mm.
Figure 3.8 { Support des cultures cellulaires
au PTB. (1) Plan de culture cellulaire, (2)
Milieu de culture, (3) Couvercle en verre, (4)
Anneau metallique, (5) Sillon.
{ Au JAERI, le socle du support des cultures cellulaires est constitue d'un detecteur
CR39 de 100 m d'epaisseur (gure 3.9). Dans ce cas, le milieu de culture est entiere-
ment retire au moment de l'irradiation, an de permettre aux ions lourds, provenant
par le dessus, de traverser a la fois les cellules et le detecteur. Les cellules sont recou-
vertes d'une feuille de kapton de 8 m d'epaisseur an de prevenir la deshydratation et
la contamination par des microorganismes. Suite a l'irradiation, un milieu de culture
chaud est immediatement ajoute. La relevation du CR39, qui permet de visualiser les
impacts des ions, est realisee dans un bain d'ethanol alcalin a 37°C (Funayama et al.,
2008). Cette methode ne semble pas apporter de biais a la croissance cellulaire.
Figure 3.9 { Support des cultures cellulaire
au sein de l'installation du JAERI.
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{ Au LIPSION, des petits puits de cultures ont ete confectionnes a partir de bo^tes de
Petri conventionnelles de 35 mm de diametre, modiees pour recevoir en leur centre une
fene^tre en nitrure de silicium de 200 nm et de 2 mm de cote (gure 3.10). Comme la
ligne de faisceau est horizontale, ces petite boites sont maintenue a la verticale durant
l'irradiation. Comme le detecteur est place derriere les cellules, le milieu de culture doit
e^tre retire au moment de l'installation de la bo^te (Reinert et al., 2004).
Figure 3.10 { Support des cultures cel-
lulaire au sein de l'installation du LIP-
SION. (1) Support maintenant l'ensemble,
(2) Diode permettant de detecter les par-
ticules, (3) Lumiere pour l'observation des
cibles, (4) Bo^te de petri, (5) Fene^tre d'irra-
diation en nitrure de silicium.
{ Pour des conditions d'irradiation comparables aux conditions du LIPSION, le SNAKE
a developpe des boites comportant un reservoir, ce qui permet de recueillir le liquide
alors que la boite de culture est maintenue a la verticale. Ceci limite le temps d'absence
du milieu de culture (Dollinger et al., 2005).
{ Les equipes du INFN-LNL (Gerardi et al., 2005, 2004) ont elles aussi developpe des
supports cellulaires tres speciques. La bo^te de culture est constituee d'acier inoxydable
et a un diametre externe de 100 mm. Cette chambre est equipee pour le maintien de la
temperature et de l'humidite. Le socle et le couvercle de cette chambre sont constitues
de mylar d'une epaisseur de 6 m, ce qui permet de placer un detecteur a l'arriere des
cellules. Cette chambre permet le maintient du milieu de culture sur les cellules au cours




Concevoir un microfaisceau de particules idealement dedie a l'irradiation de
cellules en culture, requiert dierentes exigences. Ces conditions sont toutes liees
a l'adaptation de l'installation a la pratique de la biologie pour l'irradiation a de
faibles doses et a la reproductibilite des irradiations.
La verticalite du faisceau est la premiere d'entre elles, cette disposition
permet de mettre en place de bonnes conditions de cultures cellulaires, sur des
supports horizontaux.
Les conditions complementaires identiees sont directement reliees aux deve-
loppements techniques :
{ La dimension du faisceau doit e^tre reduite a une grandeur micrometrique ou
sub-micrometrique, conforme aux dimensions cellulaires ou sub-cellulaires.
{ Le courant de faisceau doit e^tre reduit an d'assurer la numeration des parti-
cules arrivant sur l'echantillon avec la haute reproductibilite.
{ Un systeme de visualisation et de localisation de cellules, base sur un micro-
scope equipe avec une camera CCD couplee a un logiciel approprie.
{ Un systeme demicropositionnement doit permettre de placer les cellules ciblees
dans le faisceau d'ions (ou inversement) avec une haute reproductibilite.
{ Un detecteur de particules peut aussi e^tre mis en place pour compter le nombre
de particules delivrees par cellule avec une haute ecacite. Ce detecteur agit
en general comme un bouton d'arre^t sur un deecteur rapide pour eteindre le
microfaisceau quand le nombre programme de particules par cellule a ete livre.
A cote des contraintes techniques, certaines exigences sont quant a elles directement
dependantes de contraintes biologiques.
{ Pour travailler avec des cellules vivantes, le faisceau doit e^tre extrait a l'air.
{ Un incubateur in situ permettant de maintenir les cellules dans un milieu chaud
et humide an de garantir des conditions de culture non stressantes.
Chacun de ces elements, directement dependant de l'installation en question, peut







« On fait la science avec des faits, comme on fait une maison avec des pierres : mais une
accumulation de faits n'est pas plus une science qu'un tas de pierres n'est une maison. »
Henri Poincare
Cette deuxi
eme partie presente la methodologie adoptee ainsi que l'ensemble des
techniques et procedures mises en place pour la realisation des travaux.
La methodologie adoptee au cours de la these se decouple en deux temps forts ; il s'agissait
au prealable des developpements techniques lies a l'adaptation de l'installation pour la
radiobiologie puis ensuite de la realisation d'etudes concernant la reponse cellulaire suite








L'objectif de cette deuxi
eme partie est de presenter l'ensemble des procedures
choisies et mises en place pour le realisation des travaux. Le principe de chaque
technique est tout d'abord presente, puis les procedures d'utilisation de ces techniques
sont ensuite detaillees.
1 Irradiation par microfaisceau d'ions
1.1 La microsonde nucleaire
La microsonde nucleaire du laboratoire Pierre Sue du CEA de Saclay est basee sur un
accelerateur lineaire de type KN3750 Van de Graa (Khodja et al., 2001). L'installation,
dediee initialement a l'analyse elementaire, est equipee de deux lignes de microfaisceaux
horizontales : la voie a 90° pour l'analyse d'echantillons froids et la voie a 45° pour l'ana-
lyse des echantillons radioactifs (gure 1 page suivante).
Le principe de fonctionnement d'une microsonde nucleaire s'apparente a celui d'un micro-
scope electronique a balayage et est principalement dediee a l'analyse de materiaux. Un
faisceau d'ions legers de quelques MeV est fortement collimate puis focalise jusqu'a une
taille de l'ordre de quelques micrometres sur la cible. Des plaques de deexion electrosta-
tique situees a la sortie du systeme de focalisation permettent un balayage bidimensionnel
du faisceau dans le plan de la cible donnant ainsi acces a une cartographie 2D de l'echan-
tillon a analyser. On trouvera une description detaillee de la microsonde du laboratoire
Pierre Sue a la reference Berger and Revel (2005).
Le faisceau d'ions est delivre par un accelerateur electrostatique de type Van de Graa 3,75
MV (gure 2 page 77). Ce type d'accelerateur presente un double intere^t pour l'obtention
de microfaisceaux focalises. Tout d'abord, il est equipe d'une source radio frequence tres
brillante donnant acces a des ux de particules eleves, me^me apres collimation. Ce type
d'accelerateur permet d'obtenir des faisceaux tres stables en energie et en position, ce qui
est une condition indispensable a l'obtention d'une bonne resolution spatiale sur cible.
Le faisceau delivre en sortie d'accelerateur est guide vers un aimant d'analyse par une
serie de levres et de deecteurs electromagnetiques. Lors du passage dans l'aimant, seuls
les ions ayant le rapport masse/charge souhaite seront deechis de maniere a penetrer
dans la ligne de faisceau (gure 2 page 77). La position du faisceau en sortie d'aimant est
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Figure 1 { Presentation de la microsonde nucleaire et des lignes de faisceaux.
asservie gra^ce a des levres de regulation permettant une retroaction au niveau du potentiel
accelerateur. Apres e^tre passees entre les levres de regulation, les particules entrent dans
une des lignes. Les techniques d'analyse et de caracterisation pour l'analyse elementaire
sont decrites en annexe B page 167.
1.2 Etat de l'installation au debut du projet de these
Le laboratoire Pierre Sue entrepris le developpement d'une plateforme d'irradiation pour
la radiobiologie en 2004. Fort des connaissances apportees par la litterature pour le deve-
loppement de telles plateformes (voir chapitre 3 page 51) et des competences de l'equipe
travaillant autour de la microsonde nucleaire, une troisieme ligne est mise en place a partir
de la voie a 45° via l'implantation d'un electro-aimant n 2004. Ceci permet de deechir
le faisceau a la verticale (gure 3a page 78) et designe l'emplacement de la plateforme
d'irradiation pour la radiobiologie.
En 2005, l'extraction du faisceau est realisee via l'utilisation d'une membrane en nitrure
de silicium de 500 m de co^te. La formation du microfaisceau est obtenue par collimation.
Le premier collimateur mis en place etais constitue de silice et avait un diametre interne
de 30 m (?). Ce collimateur a ete change en decembre 2006 an de reduire la taille du
faisceau. Le nouveau collimateur encore en place actuellement est constitue de silice. Il a
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(a) Accelerateur (a gauche) et aimant d'analyse (a droite) se poursuivant par les lignes de
faisceaux (voie a 45 et 90°).
(b) Chambre d'analyse des echantillons non irradiant.
Figure 2 { Microsonde nucleaire du laboratoire Pierre Sue (Credit F. Vrignaud/CEA).
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un diametre interne de 6 m.
La disposition du faisceau permet une irradiation par le dessous. Un microscope a epi-
illumination de type BXFM Olympus est alors monte sur une table anti-vibration an de
permettre une observation par le dessus, en absence de lumiere transmise (gure 3b).
(a) Implantation de l'electro-aimant
sur la voie a 45°.
(b) Mise en place du microscope a uorescence
sur la table antivibration (encadrement blanc).
Figure 3 { Mise en place de l'electroaimant et du microscope a uorescence.
1.3 Protocole d'irradiation
Preparation de l'installation
La plateforme d'irradiation est englobee dans un incubateur permettant le maintien d'une
temperature constante a 37°C compatible avec la culture cellulaire. L'incubateur est al-
lume 24 heures avant irradiation. La chambre micro-environnementale entretien une at-
mosphere contro^lee en gaz (melange air et 5% de CO2) en en humidite. Elle est mise en
fonctionnement une heure avant l'irradiation de culture. Ainsi, la procedure d'etalonnage
et d'irradiation sont realisees dans les me^mes conditions de temperature et d'humidite.
Le dispositif d'etalonnage
Un dispositif de reperage en position du faisceau extrait a l'air a ete mis au point.
Une feuille de BC400 peut e^tre positionnee a la place du puits de culture. L'impact
du faisceau sur le BC400 creant des photons, une observation au microscope sans
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lumiere permet de visualiser l'emplacement du faisceau. Cette position est deter-
minee via l'option de reconnaissance de forme du logiciel Imag Pro Plus couple au
calcul de la position du barycentre de la forme identiee.
An de realiser la phase d'etalonnage du systeme d'irradiation, une diode PIN utilisee
comme detecteur de particules vient se positionner a la place du puits de culture. Le
detecteur PIN peut detecter les particules en transmission a travers le collimateur.
Figure 4 { Etalonnage du systeme d'irradiation. Mesure du ux de particules (a gauche)
et de l'energie des particules (a droite).
Le faisceau incident est a trois MeV (table de droite dans la gure). La uence du faisceau
est determinee de facon a obtenir en moyenne 10 particules  par seconde.
Deplacements de la cible
Le positionnement d'un grand nombre de cellules (entre 400 et 500 par puits de culture) en
face du point de sortie du faisceau a necessite l'automatisation du systeme de deplacement
mecanique. L'etage supportant l'echantillon a ete motorise. Les platines de deplacements
micrometriques utilisees sont des platines de translation entrainees par un moteur a cou-
rant continu integre (Marzhauser). Le guidage du mouvement est assure par un double
chemin de billes. Ces platines, qui ont une course maximum de 25 mm, sont entrainees
par une vis d'un pas de 0.5 mm. Un codeur optique a 48 points/tour, place sur l'axe du
moteur a courant continu, permet une lecture de position. La resolution du mouvement,
c'est-a-dire le plus petit mouvement theorique possible d'eectuer avec ce systeme, est liee
a la resolution du codeur optique qui est ici de 0.05 m. Ces platines motorisees ont ete
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assemblees an de constituer un etage de deplacement permettant de positionner l'echan-
tillon suivant les deux axes XY. Un troisieme axe Z parallele a l'axe du faisceau permet
de deplacer la platine manuellement.
1.4 Dispositif d'observation
Le dispositif d'observation doit permettre l'observation puis le reperage des cellules pour
l'irradiation par microfaisceau.
Le microscope Olympus pour l'observation des cellules
La plateforme d'irradiation est surplombee par un microscope droit a uorescence de type
BXFM Olympus. La source de lumiere utilisee sur l'etage d'irradiation est une lampe a
mercure de type Olympus U-ULH. Cette source possede de nombreuses raies d'emission
dans le domaine ultraviolet. L'objectif le plus couramment utilise est un objectif Olympus
de type UMPlanFI 5x adapte a la microscopie de uorescence. Un objectif de type IM-
PlanFI 20x est egalement adaptable pour l'analyse apres irradiation. Le microscope est
equipe de deux ltres de lumiere. Le ltre d'excitation de type U-MWIB2 a bande large,
permet de limiter l'excitation entre 460-490 nm. Le ltre d'excitation de type U-MWU2 a
bande large, permet de limiter l'excitation au proche ultraviolet entre 330-385 nm. L'en-
semble du microscope est supporte par une platine de deplacement micrometrique lui
permettant de se deplacer dans un plan vertical parallele a l'axe du faisceau. La mise
au point se fait a l'aide d'un verin motorise (Newport. 850G). Ce systeme motorise per-
met notamment de faire la mise au point sur les echantillons sans avoir a toucher l'etage
d'irradiation an de ne pas le deplacer par rapport au faisceau.
L'acquisition d'image
L'acquisition d'images numeriques se fait a l'aide d'une camera CCD haute resolution
CoolSnap ES fournit par Photometrics. Le capteur CCD est de type Kodak KAF-0400
CCD, 1315x1033 pixels, refroidi a -12°C par eet Peltier.
1.5 Visualisation de l'impact des ions alpha a l'aide de detecteur
plastique CR39
Le plastic CR39 permet le reperage des impacts de particules an de determiner la preci-
sion de ciblage de l'installation d'irradiation.
Principe
Le CR 39 est un polymere de formule (C12H18O7)n presentant 2n groupes fonctionnels
allyles. Le CR 39 se classe parmi les detecteurs solides de traces. Il s'agit d'un plastique
couramment utilise en physique nucleaire pour detecter, identier et compter des parti-
cules. Il se presente sous la forme de petites feuilles de quelques cm de co^te et de quelques
dixiemes de mm d'epaisseur (classiquement 0,7 mm et 1,4 mm). Le CR 39 est bon marche,
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beaucoup moins cou^teux que les dispositifs de spectrometrie habituels. Son usage est re-
lativement rapide. Il s'agit bien entendu d'une detection a posteriori que l'on classe dans
les dosimetres passifs (comme les lms radiographiques).
Lors du passage des particules chargees dans le CR 39 celles-ci deposent de l'energie dans
le plastique et cassent des liaisons polymeres. Le long de leur parcours ces particules
modient les proprietes du CR 39 (les regions endommagees deviennent chimiquement
sensibles). Ces modications induites se traduisent par une vitesse d'attaque chimique
plus importante le long de la trace formee qu'a l'exterieur. Dans chaque plan du plastique
on observe donc des trous dont le diametre depend de la charge Z et de l'energie de la
particule.
Attaque chimique
Pour rendre ces traces exploitables, les feuilles de CR 39 sont traitees selon un procede
de gravure electrochimique. Les conditions de developpement, comme la concentration
et la temperature de la solution, la duree de trempage inuent sur la taille des trous.
Les plaques que nous avons utilisees ont ete plongees dans une solution de NaOH 6 M
pendant 2 h, au bain-marie a 80°C. Le traitement chimique des feuilles est indispensable
pour reveler les traces laissees par les particules chargees dans le CR 39 et les analyser.
Apres ce procede de gravure, les plaques sont rincees a l'eau distillee et sechees. Le nombre
de traces est mesure a l'aide d'un microscope optique.
2 Biologie cellulaire
Cette section decrit la lignee cellulaire utilisee ainsi que le protocole de maintien des
cultures cellulaires et les traitements chimiques utilises.
Description de la lignee MC3T3-E1
Les cellules MC3T3-E1 1, cellules primaires pre-osteoblastiques (Kartsogiannis and Ng,
2004), sont issus de la calvaria d'un nouveau ne de souris, d'ou leur nom. Le sous clone
4 a ete selectionne pour sa grande capacite a se dierentier en osteoblaste mature dans
un milieu de culture contenant de l'acide ascorbique (Wang et al., 1999). En eet, dans
ce cas les cultures montrent l'expression de marqueurs osteoblastiques tels que la sialo-
proteine osseuse, l'osteocalcine et l'hormone parathyrode ainsi que les recepteurs pro-
teiques associes. La production de collagene ainsi que l'expression des ARNm codants
pour l'Osf2/Cbfa1, facteur de transcription caracteristique des osteoblastes sont aussi re-
trouves. c'est pourquoi cette lignee cellulaire est largement utilisee pour les etudes in vitro
de la dierentiation osteoblastique. Le choix de cette lignee, dans le cadre d'irradiation
par microfaisceau d'ions, est base sur sa radiosensibilite. Il s'agit en eet de l'une des rares
lignees osteoblastiques normale referencee comme l'une des plus radiosensibles (Descha-
vanne and Fertil, 1996; Lau, 2005). Ce type cellulaire presentent entre autres de nombreux
avantages pour l'etude de l'eet de voisinage : il possede des communications de type gap
1. Mouse Calvaria 3 To 3, a trypsiner tous les 3 jours
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riches en Cx 43 et la possibilite de communiquer par secretion de facteur soluble dans le
milieu (Donahue et al., 1995; Schiller et al., 2001).
Maintien des cultures cellulaires
Les MC3T3 ont ete fournies par l'ATCC 1 et leur milieu de culture specique par Sigma-
Aldrich 2. Ce milieu, contenant par defaut de l'acide ascorbique, est de plus complemente
avec 10% de serum de veau foetal, 2 mM de L-glutamine et 20 g/mL de kanamycine
sulfate. Les cultures sont maintenues a 37°C, en atmosphere humide contro^lee a 5% de
CO2.
Les cellules MC3T3 ont ete decongelees apres reception et ensemencees a une densite de
3500 cellules/cm2. Apres amplication, des stocks de cellules au passage 5 et 6 ont ete
congeles. Toutes les experiences ont ensuite ete realisees a partir de ces stocks, les expo-
sitions aux rayonnements ayant ainsi ete systematiquement eectuees sur des cellules a
passage 7 ou 8. Les cellules ont toujours ete ensemencees a 3500 cellules/cm2 et repiquees
lorsqu'elles arrivaient a pre-conuence (environ 80% de conuence). Les repiquages ont
ete eectues a l'aide d'une solution de trypsine 0,05%-EDTA.
Pour l'irradiation par microfaisceau d'ions, les cellules MC3T3 sont ensemencees sur la
fene^tre d'irradiation uniquement. Pour cela, les bo^tes sont prealablement sterilisees par
des bains dans l'alcool a 70%. Un cylindre de clonage est utilise an de retenir le liquide
a cette position (gure 1.4 page 102). Les cultures sont ensemencees 24 heures avant
l'irradiation, pour cela, un facteur d'adhesion (Poly-L-lysine, P4832, Sigma-Aldrich)) est
dans un premier temps depose sur le puits de culture pendant 30 min, puis 10000 cellules
sont diluees dans 400 L de milieu puis placees dans le cylindre de clonage.
Traitements chimiques
L'etoposide est un agent se complexant avec la topoisomerase II de l'ADN, ce qui a comme
consequence d'augmenter la propension des cassures double et simple brin, ainsi qu'inhiber
la religation de l'ADN. Il est utilise comme un mimetique chimique des rayonnements io-
nisants et permet donc d'en tester les consequences sur un grand nombre de cellules. Dans
ce but, lors du test des micronoyaux (presente en section 4 page ci-contre), les cultures
sont exposees 24 heures a l'etoposide 5 g/mL (reference : E1383, Sigma-Aldrich).
La lipine est un agent chimique dissociant les radeaux lipidiques. Il est utilise an d'etu-
dier l'implication des signaux issus de la membrane dans la reponse cellulaire a l'irra-
diation. Les cultures sont incubees 15 minutes avant irradiation a la lipine 0,5 g/mL
(reference : F4767, Sigma-Aldrich).
1. American Type Culture Collection, reference CRL-2593.
2. Milieu alpha-MEM, reference M8042.
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3 Evaluation de la viabilite cellulaire
La cytotoxicite et la croissance cellulaire apres exposition ont ete determinees par un
test de cytotoxicite classique, le MTT. Pour cela, un kit commercial (Sigma, St Quentin
Fallavier, France) a ete utilise suivant les indications du fournisseur.
Principe du test
Ce test consiste a mesurer l'activite de la succinate deshydrogenase mitochondriale des cel-
lules vivantes par dosage colorimetrique. Cette enzyme, par coupure du cycle tetrazolium,
transforme le MTT (ou bromure de 3[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium),
de couleur jaune, en cristaux de formazan bleus. Cette conversion se produit uniquement
dans les cellules vivantes. Les cristaux de formazan sont ensuite solubilises et la solution
coloree resultante est quantiee au spectrophotometre par mesure de l'absorbance (Abs) a
565 nm. Un puits « blanc », c'est-a-dire sans cellules, permet de denir le bruit de fond du
test. La quantite de formazan formee est proportionnelle au nombre de cellules vivantes.
Protocole d'evaluation de la cytotoxicite
Les cellules ont ete cultivees et exposees en microplaques de 96 puits (6 puits par condi-
tion). Au terme de l'exposition, 10 L de solution de MTT a 5 g.L 1 dans du PBS ont
ete deposes dans chaque puits. Les microplaques ont ensuite ete incubees 1 h a 37°C a
l'abri de la lumiere. Au terme de la periode d'incubation, les surnageants ont ete elimines
et les cristaux de formazan formes au sein des cellules ont ete solubilises dans 100 L
de solubilisateur (10% de TRITON X100 dans de l'isopropanol contenant 0,1 N d'acide
chlorhydrique HCl). Les solutions colorees ont ensuite ete homogeneisees par agitation
et leurs absorbances a 565 nm ont ete mesurees au spectrophotometre SpectraMax M2
(Molecular Devices, St Gregoire, FRANCE). La cytotoxicite obtenue dans la condition X
(Cx) a ete denie en rapportant l'absorbance mesuree dans cette condition (Ax) a celle
mesuree dans les contro^les, c'est-a-dire dans les cellules non exposees (Ac) selon la formule
suivante :
Cx(%) = (Ac  Ax)=Ac:
Cette cytotoxicite a ainsi ete determinee pour la majorite les conditions de concentrations
et de temps d'exposition de chaque traitement appliquees aux cultures cellulaires. Les
IC50 de la majorite des produits chimiques employes ont ainsi ete determinees.
4 Le test des micronoyaux
Le test des MN par blocage de la cytokinese est un test de reference pour l'etude de la
genotoxicite.
Principe
Les micronoyaux sont denis comme etant de petits corps extranucleaires se formant au
cours de la mitose. Ils contiennent soit un fragment de chromosome, soit un chromosome
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tout entier. Les micronoyaux recelant un fragment de chromosome resultent de (a) la
cassure directe de la molecule d'ADN, (b) la replication a partir d'un brin d'ADN paren-
tal endommage, (c) une inhibition de la synthese de l'ADN. Les micronoyaux recelant un
chromosome entier sont quant a eux formes principalement a partie d'un echec au cours de
la mitose de la formation d'une partie de l'apppareil mitotique (kinetochores, spindle. . . )
ou d'une disruption mecanique.
C'est pourquoi, l'augmentation de la frequence d'apparition des micronoyaux (MN) est
un biomarqueur de genotoxicite (Albertini et al., 2000).
Procedure
Le protocole mis en place est base sur la technique de blocage de la cytokinese etablie
par Fenech (Fenech, 2000) dans lequel la numeration des MN se limite aux cellules s'etant
divisees une fois depuis le traitement chimique ou radiologique.
Le temoin positif de creation de MN est l'etoposide.
Apres traitement avec un agent genotoxique ou apres irradiation, les cultures sont lavees
deux fois avec du milieu culture prechaue a 37°C contenant de la cytochalasine B (2,5
g/ml nal), puis sont mises a incuber pour 24 h a 37°C dans ce me^me milieu.
La cytochalasine B est une toxine fongique, permeable pour les cellules, qui a comme
consequence de rompre les microlaments contractiles par inhibition de la polymerisation
de l'actine. La division cellulaire est donc inhibee.
Apres 24 h d'incubation, les cultures sont lavees avec un melange methanol/acetate en
proportion 9 :1 (v :v) puis xees par incubation avec ce me^me melange pendant 20 min a
temperature ambiante. Les cultures sont ensuite sechees a l'air (sous hotte), puis colorees
successivement a l'acridine orange (10 g/ml) puis au Hchst 33342 (5 g/ml) pendant
5 minutes.
La numeration des micronoyaux
Les cultures sont observees par microscopie de uorescence au grossissement 200 x. L'acri-
dine orange est visualisee par excitation a 500 nm et emmet a 530 nm, elle permet de
visualiser le cytoplasme des cellules. Le Hchst est excite a 355 nm et emmet a 465 nm,
il colore l'ADN et permet donc de voir les noyaux et les micronoyaux.
La numeration des micronoyaux est basee sur des criteres uniformes precedemment ex-
poses dans la literature (Ballarin et al., 1992; Fenech, 1993; Garewal et al., 1993). Ces
criteres sont principalement morphologiques. En eet, le diametre des MN ne doit pas
exceder 1/3 de la taille du noyau principal (appele macronoyau). Le MN doit e^tre claire-
ment separe du macronoyau et presenter des bords distincts.
Seuls les MN presents dans des cellules binucleees doivent e^tre pris en compte. La nu-
meration de ce nombre de MN rapportee au nombre de cellules binucleees correspond a
l'indice YMN .
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5 Immunodetection de dommages a l'ADN
L'immunodetection de H2AX et 53BP1 est une technique de reference pour la detection
des cassures double brin de l'ADN (Rothkamm and Lobrich, 2003).
Principe de l'immunodetection indirecte par uorescence
L'immunodetection indirecte fait intervenir deux anticorps (gure 5) :
1. L'anticorps primaire, designe pour reconnaitre de facon specique un antigene (por-
tion de proteine d'intere^t, molecule possedant des caracteres de charges speciques. . . ).
2. L'anticorps secondaire, conjugue a un uorochrome, est designe pour reconnaitre
speciquement un fragment de cha^ne de l'anticorps primaire. Il permet par micro-
scopie de uorescence la localisation de l'antigene.
Figure 5 { Principe de l'immunouo-
rescence indirecte.
Le protocole utilise pour la detection des dommages a l'ADN est une co-immunodetection ;
il s'agit de deux immunodetections simultanees. L'objectif est de co-localiser deux pro-
teines dierentes dans les cultures cellulaires : H2AX et 53BP1.
Protocole
Les cultures sont xees pendant 20 minutes dans une solution de paraformaldehyde a 4%
puis permeabilisees pendant 10 minutes par une solution a 0,2% de Trition X-100. A cette
etape, les cultures peuvent e^tre conservees sur la nuit a 4°C dans du PBS.
Prealablement a l'incubation des anticorps, les cultures sont baignees dans une solution
de PBS complemente avec 3% de lait ecreme en poudre (20 minutes) an de bloquer les
sites potentiels de liaisons aspeciques. Puis les anticorps primaires sont incubes dans
cette me^me solution a temperature ambiante pendant 90 minutes a raison de la dilution
suivante : anticorps monoclonal IgG de souris anti-H2AX (Ser-139), 1 :1000 (Upstate
Biotechnology) et anticorps polyclonal IgG de lapin anti-53BP1 (H-300) , 1 :300 (Santa
Cruz Biotechnology).
Les anticorps secondaires de chevre anti-IgG de souris et anti-IgG de lapin marques res-
pectivement au FITC (Sigma) et au Texas Red (Santa Cruz Biotechnology) sont quant
a eux incubes a une dilution de 1 :1000 pendant 60 minutes. Les cultures sont ensuite
montees sur lame de microscope avec du gel de maintient (Glycergel, Dako). L'acquisition
d'image pour la visualisation des foyers de H2AX et 53BP1 est realisee a temperature
ambiante avec un microscope de type Zeiss Imager M1 equipe d'un objectif 40x plan-
neouar a huile et d'une camera Zeiss Axiocam sous contro^le du logiciel Axiovision 4.2.
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Les images utilisees pour la comparaison entre dierents traitements ont ete acquises avec
les me^mes parametres d'instruments et de temps d'exposition sur un microscope M1 Ima-
ger Zeiss au grossissement 400x. La superposition des foyers 53BP1 et H2AX est comp-
tabilisee dans chaque noyau cellulaire des cellules ciblees et bystander. L'identication
des foyers superposes est realisee via ImageJ, logiciel libre d'analyse d'image proposant
un plugin de colocalisation (plugin/colocalization). Les foyers superposes determines par
cette option sont denombres manuellement, noyau par noyau.
6 Analyse du metabolisme oxydatif
An d'etudier la generation d'especes reactives de l'oxygene apres irradiation, trois sondes
uorescentes nommees CM-H2DCFDA, DHR123 et CMAC, permettant la detection di-
recte d'especes radicalaires ou de l'activite antioxydante ont ete utilisees. Chacune est
presentee ci-dessous.
6.1 CM-H2DCFDA
La sonde 5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrouorescein diacetate, acetyl ester
(CM-H2DCFDA) est utilisee pour la detection du large gamme de radicaux : H2O2, HO
:,
le radical perhydroxyle HO2
:, le radical hydroxyle HO:, le radical superoxyde O2
 :, les
derives alkoxyles (RO:) et le peroxynitrite (ONOO ) (Bonini et al., 2006; LeBel et al.,
1992).
Principe
CM-H2DCFDA tranverse la membrane plasmique passivement. Une fois dans la cellule et
sous l'action des esterases intracellulaires, le groupement acetate. CM-H2DCF est alors
bloquee a l'interieur de la cellule. La sonde devient uorescente suite a son oxydation par
des EROs.
Protocole
Les cultures sont lavees deux fois dans une solution de PBS chaud (Sigma Aldrich) an
d'eliminer toute trace de milieu. La solution de coloration au CM-H2DCFDA est realisee
extemporanement. Un aliquot de 50 g de CM-H2DCFDA en poudre (C6827, Invitrogen,
Molecular Probes) est dilue dans 100 L de dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma) puis dans
du PBS chaud a une concentration nale de 3,5 M. Les cultures sont incubees 20 minutes
dans 2 mL de cette solution, dans le noir et a 37°C. Passe ce temps, les cellules sont lavees
deux fois avec du milieu de culture prechaue pour retirer la sonde non incorporee. Elles
sont incubees 10 minutes supplementaires dans du milieu de culture avant observation.
Pour l'observation par microscopie de uorescence (grossissement 50x), les cultures sont
placees dans du PBS chaud.
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Mesure de la uorescence
Acquisition d'image. Du fait de sa photo-sensibilite et de son instabilite chimique,
une procedure particuliere a ete elaboree. Les cultures sont placees sur la platine d'ob-
servation du microscope BXFM Olympus equipe d'un objectif UMPlanFI 5 x. La mise
au point pour l'observation a ete prealablement etablie avec une culture test an d'eviter
toute illumination de l'echantillon a etudier. Une premiere acquisition d'image est realisee
avec un temps de 150 ms (image 1). Une deuxieme capture est realisee apres illumination
des cellules a la longueur d'onde d'excitaion de la sonde pendant 15 secondes (image 2).
Cette illumination prolongee permet de photo-oxyder le CM-H2DCFDA incorpore dans
les cellules, le taux de uorescence mesure correspond donc au taux total de sonde oxy-
dable dans les cellules. Une troiseme acquisition (image3) est ensuite realisee avec le ltre
pour l'observation des noyaux colores au Hchst (coloration de reperage avant l'irradia-
tion).
Traitement des images sous imageJ. Le traitement d'image est realise en trois
temps :
1. Il s'agit dans un premier temps de determiner la zone de mesure de la uorescence.
Pour une analyse cellule a cellule, le Hchst est utilise comme marqueur de reference.
Une segmentation de l'image 3 permet d'abord d'isoler les noyaux par rapport au
bruit de fond. L'image seuillee est ensuite binarisee (Process/Binary/Make Binary),
les objets noyaux sont individualises du reste de l'image. Sur ces images binaires
est eectuee l'identication des cellules cibles et bystander par reperage visuel de
la mosaque des noyaux. Les noyaux sont ensuite analyses (selon leur taille et leur
circularite) puis les regions d'intere^ts (ROI, region of interest) enregistrees. Pour
cela, une macro a ete realisee (Macro N°1 en annexe C page 169).
2. Le rapport entre l'image 1 et 2 est realise (Process/Image/Calculator/Subtract).
L'image resultante (image 4) est utilisee pour les mesures de uorescence, elle re-
presente le taux de sonde oxydee par les EROs par rapport au taux total de sonde
oxydable incorporees dans les cellules.
3. La gestion des ROI par le ROI Manager (Analyse/Tools) permet de transposer
les ROI representant les noyaux sur l'image 4. L'option mesure du ROI Manager
permet d'eectuer automatiquement la mesure de la uorescence noyau par noyau,
c'est-a-dire mesure la moyenne des niveaux de gris des pixels constituant chaque
ROI.
Pour chaque echantillon, la moyenne de uorescence est mesuree pour la population ciblee
et pour la population bystander. La valeur obtenue correspond donc au taux moyen de
sonde oxydee par les EROs pour une cellule d'une population donnee.
6.2 CMAC
La sonde CMAC (7-amino-4-chloromethylcoumarin, C2110, Invitrogen, Molecular Probes)
diuse passivement a travers la membrane plasmique. Dans la cellule, sa fonction thiol
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reagit avec d'autres thiols intracellulaires tel que le glutathion reduit (GSH). Elle permet
donc d'evaluer le taux de glutathion reduite intracellulaire.
Test de specicite et protocole
An de tester la specicite de la sonde CMAC, les cultures sont incubees pendant 24
heures dans du buthionine sulfoximine (BSO), un inhibiteur de la biosynthese du GSH. Les
cultures sont lavees deux fois au milieu de culture chaud (37°C) puis incubees 20 minutes
a 37°C dans du milieu de culture prechaue contenant la sonde CMAC a dierentes
concentrations (0, 10, 25, 50 et 100 M). Les cultures sont lavees 2 fois au PBS puis une
troisieme fois dans une solution de PBS contenant 3% de glutaraldehyde. Les cultures sont
ensuite xees dans une solution de tampon cacodylate a 0,13 M et 2% de glutaraldehyde
a pH 7,4 a temperature ambiante pendant 15 minutes, suivie d'une seconde incubation
de 45 minutes. Les cultures sont ensuite colorees avec l'iodure de propidium (5 M)
pendant 10 minutes, puis posees sur lame pour observation au microscope. L'IP s'intercale
dans l'ADN et les ARN, la coloration permet donc de visualiser l'ensemble de la cellule.
Les cultures non traitees sont comparees aux cultures depletees en glutathion ( 6 page
suivante). Les cultures incubees en presence de BSO, et donc depletees en glutathion,
montrent une uorescence CMAC faible, le taux de uorescence est diminue d'environ
60% par rapport aux contro^les avec des concentrations de CMAC de 20, 50 et 100 M.
CMAC est donc specique pour la detection du glutathion reduit. Les ecarts types sont
neanmoins meilleurs dans le cas d'une coloration avec 100 M de sonde. C'est pourquoi
lors des tests d'irradiation, ce protocole est applique avec une concentration CMAC de
100 M.
Mesure de la uorescence
L'acquisition d'images est realisee par microscopie (microscope Zeiss imager M1) equipe
d'un objectif a huile 40 x. Pour une analyse cellule a cellule, la coloration a l'iodure
de propidium (IP) est utilisee en colorant de reference. L'image de la coloration IP est
donc seuillee puis binarisee an de denir chaque ROI (utilisation de la macro N°1 en
annexe C page 169). La mesure de la uorescence dans ces ROI est ensuite eectuee
automatiquement par transposition des ROI sur les images originelles de la sonde CMAC
(Macro N°2 en annexe C page 169).
6.3 DHR123
La dihydrorhodamine 123 (DHR 123) est utilisee pour la detection de radicaux mitochon-
driaux.
Principe
DHR 123 est une molecule non chargee, traversant la membrane plasmique passivement
pour se localiser dans les mitochondries. Une fois a l'interieur des mitochondries, les EROs
peuvent oxyder la sonde, qui devient alors la rhodamine 123, uorescente.
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Figure 6 { Test de specicite de CMAC. Les cultures sont exposees a 1 M de BSO
pendant 24 heures avant coloration avec la sonde CMAC a dierentes concentrations.
Procedure
Les cultures sont lavees 2 fois avec du milieu de culture chaud (37°C) puis incubees 20
minutes, a 37°C et dans le noir, dans du milieu prechaue contenant 10 M de DHR 123
(D-632, Invitrogen, Molecular Probes). La solution de coloration est diluee a partir d'une
solution stock a 5 mM preparee dans du DMSO et conservee dans l'azote liquide. Suite aux
20 minutes d'incubation les cultures sont lavees deux fois avec du milieu de culture chaud
puis incubees a nouveau 10 minutes avant l'observation au microscope BXFM Olympus
equipe d'un objectif IMPlanFI 20 x).
Mesure de la uorescence
Pour une analyse cellule a cellule, la coloration a la DHR 123 est elle-me^me utilisee en
colorant de reference. En eet, les mitochondries, de par leur ro^le dans la production
d'ATP a partir de l'oxygene, produisent constamment des EROs. Ce niveau basal de
production de EROs est utilise comme base pour la determination des ROI correpondant
a chaque cellules. L'image de la sonde DHR 123 est donc seuillee puis binarisee an de
denir chaque ROI (utilisation de la macro N°1 en annexe C page 169). La mesure de
la uorescence dans ces ROI est ensuite eectuee automatiquement par transposition des
ROI sur les images originelles de la DHR 123 (Macro N°2 en annexe C page 169).
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7 Analyse de l'apoptose par essai TUNEL
L'apoptose ou mort cellulaire programmee est une forme physiologique de mort cellulaire
hautement regulee, necessaire a la survie des organismes multicellulaires. Typiquement, les
cellules d'organismes multicellulaires s'autodetruisent lorsqu'elles sont endommagees ou
lorsqu'elles sont dysfonctionnelles. Il existe principalement 2 voies d'induction de l'apop-
tose dans la cellule : la voie mitochondriale est induite par la rela^che de proteines mito-
chondriales et la voie des recepteurs a domaine de mort situe dans la membrane plasmique.
Lors de l'apoptose, les cellules sont d'abord modiees au niveau physiologique. Le premier
point de non retour dans l'apoptose induite par la voie mitochondriale est la rela^che de
cytochrome c de la mitochondrie et la degradation du potentiel membranaire mitochon-
drial. Les caspases sont ensuite activees et celles-ci provoquent la coupure des proteines
associees a l'apoptose. Les phosphatidylserines (PS) sont ensuite transloquees de la face
interne de la membrane cellulaire a la face externe (cette translocation peut d'ailleurs e^tre
mise en evidence par le test de coloration a l'annexine V). Les caracteristiques morpholo-
giques de l'apoptose comme la condensation du cytoplasme, du noyau et de la chromatine,
une fragmentation de l'ADN, un bourgeonnement de la membrane plasmique ainsi qu'une
perte de l'asymetrie membranaire sont alors visibles.
Principe de l'essai TUNEL
La plupart des techniques actuellement utilisees dans la detection de depart en apoptose
revelent le phenomene de mort cellulaire programmee lorsque les modications morpholo-
giques des cellules deviennent apparentes (corps apoptotiques. . . ). Le systeme TUNEL 1,
permet la detection du depart en apoptose a un stade precoce par rapport a la creation des
corps apoptotiques, au moment de la fragmentation de l'ADN nucleaire. Cette etape de
fragmentation est la consequence de l'activation par dierentes caspases des endonucleases,
clivant l'ADN en des fragments de 180 a 200 paires de bases et laissant des extremites
3'-OH libres. La fragmentation est mise en evidence par l'ajout au niveau de ces extremi-
tes caracteristiques de nucleotides dUTP (conjugues a la uoresceine 12) par une enzyme
specique (la Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Recombinant notee rTdT). Les frag-
ments d'ADN ainsi etiquetes par une queue composee de polymere dUTP-uoresceine 12,
peuvent alors etre visualises directement en microscopie de uorescence.
Procedure pour la mesure de l'apoptose
Le systeme TUNEL utilise est fourni par Promega sous la nomination DeadEnd(TM)
uorometric TUNEL system.
Au temps deni apres traitement, les cultures sont xees par immersion dans une solu-
tion de PFA 4% pendant 25 minutes a 4°C. Apres deux lavages successifs au PBS 1X,
les cultures peuvent e^tre conservees pour 24 h au maximum dans du PBS a 4°C. Les
cellules sont ensuite permeabilisees au Triton a 0,2% pendant 10 min an de permettre la
penetration des nucleotides uorescents et de l'enzyme rTdT dans les cellules. Le triton
est elimine par deux lavages au PBS. Il est important de secher un maximum la bo^te de
1. TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling
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culture et la fene^tre de nitrure de silicium (support des cellules lors de l'irradiation) pour
retirer le liquide eventuellement present.
Parallelement, des contro^les positifs sont prepares dans le but de verier l'ecacite
du protocole. Ces temoins positifs correspondent a des cellules MC3T3 cultivees sur des
lamelles et exposees a l'enzyme DNase I (incubation des cultures avec 100 L de tampon
DNase I de 5,5 a 10 unites/mL d'enzyme pendant 10 min). La DNase I clive l'ADN nu-
cleaire simulant ainsi un depart en apoptose.
Dans les etapes suivantes, de faible volumes de solution sont utilises. An d'optimiser leur
action, ces volumes sont maintenus par capilarite sur les cultures via l'utilisation d'un lm
plastique d'environ 5 cm2.
Les cultures sont traitees avec un tampon d'equilibration (100 L) preparant les cellules a
la future reaction enzymatique. Un melange reactionnel contenant l'enzyme rTdT, les nu-
cleotides uorescents et le tampon specique de l'enzyme est realise extemporanement et
maintenu sur glace. En parallele un autre melange reactionnel ne contenant pas l'enzyme
est eectue. Ce dernier permet de realiser le temoin negatif, permettant d'observer l'au-
touorescence des cellules ou la xation aspecique des nucleotides dUTP-uoresceine.
Les cultures sont incubees dans 50 L de melange reactionnel pendant une heure a 37 °C.
La reaction est ensuite arre^tee avec un volume de solution tampon SSC 2X (incubation de
15 minutes). Suite a trois lavages au PBS, les cellules sont colorees par l'iodure de propi-
dium a 1 g/mL dans le but de reperer les noyaux en microscopie de uorescence. Cette
coloration d'environ 20 minutes est suivie de rincages au PBS pour enlever l'excedent.
Les fene^tres sont alors montees sur lame via le glycergel 1. Les echantillons sont visualises
au microscope a uorescence a la longueur d'onde de 520 nm pour la uorescence verte
et a la longueur d'onde de 620 nm pour la uorescence rouge.
8 Etude du cycle cellulaire : Cytometrie en ux
Principe
La cytometrie en ux est une technique qui permet de mesurer certains parametres (taille,
granularite...) de cellules entra^nees rapidement dans une gaine liquide et amenees une par
une dans un faisceau laser. Pour l'etude du cycle cellulaire, on exploite l'aptitude de la
cellule a emettre lors de son passage dans le faisceau laser diverses uorescences par exci-
tation de uorochromes xes directement ou indirectement sur l'ADN. Les mesures sont
eectuees tres rapidement, en general, plusieurs milliers de cellules sont analysees a la
seconde (voir Annexe A page 165).
Etude du cycle cellulaire
Le cycle cellulaire est divise en 4 phases principales : G1 (avant replication ADN), S (re-
plication du materiel genetique), G2 et M (division cellulaire). S et G2 ont des durees




phase et donc du cycle cellulaire. C'est l'analyse du contenu en ADN qui permet l'etude
de la repartition des cellules dans les dierentes phases du cycle cellulaire. Une limite
existe dans la distinction entre cellules en G2 ou M et cellules binucleees et cellules en G1
quiescentes ou dierenciees.
Procedure
Les cultures sont trypsinees puis centrifugees 5 minutes a 1100 tours par minutes. Apres
un lavage au PBS, les cultures sont centrifugees une secondes fois pendant 5 minutes
a 1100 tours par minutes, resuspendues puis incubees 15 minutes dans une solution de
paraformaldheide a 0,5%. Apres une derniere centrifugation (5 minutes a 1100 tours par
minutes) les cellules sont resuspendues dans une solution de coloration contenant 12,5
M de Hchst. Les noyaux sont analysees sur un automate de type FACS Aria (Becton







Biocompatibilite et protocole d'irradiation
« Se donner du mal pour les petites choses, c'est parvenir aux grandes, avec le temps. »
Samuel Beckett
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1.1. Microfaisceau et biocompatibilite
Apr
es avoir expose l'etat de l'installation au debut du projet de these, ce chapitre de-
taille l'ensemble des developpements techniques lies a la biocompatibilite de l'instal-
lation ainsi que la mise en place du protocole d'irradiation et les conditions experimentales
associees.
1.1 Microfaisceau et biocompatibilite
An d'optimiser la pratique de la biologie cellulaire au sein de l'installation, dierentes
contraintes inherentes a l'installation elle-me^me et a la mise en place d'etudes radiobiolo-
giques doivent e^tre prises en compte.
La direction du faisceau est verticale et l'irradiation s'accomplit par le dessous. Cette
conguration impose l'observation des cultures par le dessus via le microscope a epi-
uorescence. Les bo^tes de cultures peuvent e^tre disposees de facon standard (dans le
plan horizontal) et doivent permettre le maintien de cultures en croissance. A partir de
la, les contraintes dont il a fallu tenir compte pour developper ces puits sont multiples.
1.1.1 Identication des contraintes
Les cellules doivent adherer sur un support pour eviter tout mouvement, aussi leger soit-il,
pendant l'irradiation ou pendant le deplacement des bo^tes. En fonction du type cellulaire
etudie, une bonne adhesion des cellules doit e^tre obtenue sur le support de culture, even-
tuellement avec l'aide d'un facteur d'adhesion.
La geometrie des bo^tes doit e^tre compatible avec le fait que le milieu soit conserve lors
de l'irradiation et ce an d'eviter tout stress supplementaire des cellules du^ a une possible
deshydratation. L'epaisseur de ce milieu doit rester cependant assez faible pour permettre
une bonne visualisation des cellules avec un objectif de distance frontale raisonnable.
Les materiaux employes pour le support de culture, la bo^te elle-me^me et les materiaux
utilises pour l'etancheite doivent e^tre parfaitement biocompatibles. De plus, le support
doit e^tre susamment mince an de ne degrader ni l'energie des ions incidents, ni la
resolution spatiale du faisceau. La transparence du support facilite le pre-reperage du
champ d'irradiation et de la fene^tre de sortie du faisceau en lumiere visible. Le materiau
employe pour ce support ne doit pas emettre de lumiere de uorescence sous illumination
UV an d'eviter tout bruit de fond lors du reperage des cellules, qui ne peut e^tre eectue
que via coloration des cibles par produits uorescents. Ceci est impose par l'absence de
lumiere transmise.
1.1.2 Les bo^tes de cultures
L'objectif est de concevoir un type de bo^te de culture facilement manipulable, permet-
tant l'irradiation de cellules sur la plateforme d'irradiation par microfaisceau d'ions . La
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conception de ces bo^tes de culture doit correspondre aux criteres d'encombrement impo-
ses par la plateforme, aux contraintes de materiel imposees par la technique d'irradiation
ainsi qu'aux contraintes liees a la pratique de la culture cellulaire.
Le support de culture. An de permettre l'irradiation par le dessous, le choix d'un
support en nitrure de silicium a ete adopte. Ces fene^tres sont disponibles commer-
cialement, en dimensions variees (Silson). La membrane en nitrure de silicium ne
uoresce pas sous UV et est transparente. Comme les contraintes liees a la geometrie
de l'installation enjoignent l'utilisation de la uorescence lors du reperage des cibles,
des fene^tres de petites dimensions ont ete choisies (presentees en gure 1.1) an de
limiter la taille des echantillons de culture et ainsi limiter l'exposition aux UV du
microscope. Ainsi, une fene^tre est consideree comme un puits de culture. La culture
ensemencee sur cette fene^tre est observable en un seul champ du microscope.
Figure 1.1 { Fene^tre en Si3N4, support de culture cellulaire (Sil-
son). Le cadre de la fene^tre maintenant la membrane de Si3N4 est
de 5 mm de co^te et une epaisseur de 200 m. La membrane en
Si3N4 a une dimension de 1,5 mm de co^te et une epaisseur de 200
nm. La surface de la fene^tre d'irradiation est donc de 2,25 mm2.
La bo^te de culture. An de faciliter la manipulation de la fene^tre d'irradiation, cette
derniere doit e^tre inseree dans une structure de maintien. Inspire des bo^tes de
cultures developpees au LIPSION, un type de bo^te de Petri standard, de petite
taille (bo^te Nunc, de dimensions externe 60  15 mm) est utilise pour cette fonc-
tion. Ce type de bo^te est classiquement utilise en biologie cellulaire et facilement
accessible dans le commerce.
Le socle de ces bo^tes doit e^tre modie an de permettre l'insertion en son centre de
la fene^tre d'irradiation. La reexion sur les modications a apporter a la piece consti-
tue le point principal de la conception des puits de cultures cellulaires. Cette derniere
s'est deroulee en trois etapes, presentees en gures 1.3a, 1.3b et 1.3c page 101.
Dans la conguration nale adoptee, la bo^te de Petri est usinee sur trois niveaux.
La fene^tre d'irradiation est inseree au niveau intermediaire, ce qui permet de la cen-
trer et de la proteger des frottements possibles lorsque la bo^te est posee sur un plan
de travail. Le niveau superieur permet de rendre accessible la surface en Si3N4 pour
l'ensemencement de cellules. L'epaisseur de ce niveau superieur est faible (0,2 mm)
an de limiter la retention des liquides et faciliter les lavages. L'espace libere par
l'usinage du niveau inferieur diminue les contraintes d'encombrement pour la mise
en place de la bo^te au dessus de la sortie du faisceau (schema 1.2 page suivante).
Assemblage du support de culture et de la bo^te. La fene^tre d'irradiation est
inseree au niveau intermediaire de la bo^te de Petri, scellee dans cet espace gra^ce
a de la cire a base de parane garantissant l'etancheite de l'ensemble. La fene^tre
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etant inseree par le dessous de la bo^te, la cire n'est donc pas en contact avec la
culture cellulaire et n'induit donc pas de cytotoxycite. L'avantage de cette methode
d'assemblage est de permettre le detachement de la fene^tre d'irradiation an d'uti-
liser cette derniere comme une lamelle classique lors de l'observation des culture et
de l'analyse de la reponse cellulaire par microscopie de uorescence.
Les bo^tes ainsi modiees (gure 1.3d page 101) permettent la croissance de cultures
cellulaire en presence d'un grand volume de milieu de culture et en condition sterile.
Figure 1.2 { Schema representant la conguration en coupe transversale de la bo^te de
culture au sein de l'installation d'irradiation. Les echelles sont volontairement indeles
an de mieux apprehender la geometrie du systeme.
1.1.3 Les cultures cellulaires
Les bo^tes de culture specialement modiees pour l'irradiation presentent l'avantage de
permettre une manipulation aisee et en routine. Cependant les parametres d'ensemence-
ment des cultures cellulaires doivent e^tre denis.
Les cultures sont ensemencees au niveau de la membrane en nitrure de silicium. Cette
derniere est dans un premier temps recouverte de poly-L-lysine an de faciliter l'adhesion
des cellules. Ensuite, pour limiter la surface d'ensemencement, un cylindre de clonage est
utilise au moment du depo^t des cellules et est maintenu jusqu'a adhesion de ces dernieres.
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Figure 1.4 { L'ensemencement des cultures
pour l'irradiation par microfaisceau d'ions
est realise avec l'aide d'un cylindre de clo-
nage an de limiter le depo^t des cellules au
centre de la bo^te.
Les cellules sont ensemencees 24 heures avant l'irradiation. La densite d'ensemencement
est realisee de facon a ce que les cellules soient a 80% de conuence au moment de l'irra-
diation. De cette facon, les cellules sont encore en phase de croissance et la majorite sont
en contact physique.
Une etude en cytometrie en ux eectuee a partir de cultures cellulaires MC3T3 a 80%
de conuence permet d'evaluer l'etat du cycle cellulaire au moment de l'irradiation (-
gure 1.5).
Figure 1.5 { Etude du cycle cellulaire des cellules MC3T3 a 80% de conuence.
Les simulations de Watson et Dean/Jett/Fox, en vert et bleu respectivement, permettent
d'etablir un pourcentage du nombre de cellules dans une phase precise du cycle ; lors de
l'irradiation, les cellules MC3T3 sont majoritairement en phase G1 du cycle cellulaire
(entre 51,7 et 61,4%).
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1.1.4 Le maintien des cultures au sein de l'installation
Pour le maintien des cultures au sein de la plateforme lors des observations, reperages,
irradiations et analyse, un incubateur maintenant une temperature constante a 37°C a
ete mis en place en decembre 2007. Cet incubateur concu sur mesure (Okolab), englobe
le syteme d'observation, la platine porte echantillon ainsi que la te^te de sortie du faisceau
(gure 1.6 page suivante).
Au sein de l'incubateur est implantee une chambre micro-environnementale. Montee au-
tour de la platine porte echantillon, cette chambre alimente l'air environnant les bo^tes de
cultures en humidite ainsi qu'en gaz (melange air et 5% de CO2). La paltine peut accueillir
trois bo^tes de culture pour l'irradiation. Ces cultures peuvent e^tre ainsi maintenues sur
l'installation durant 24 heures dans des conditions de cultures ideales.
1.1.5 Bilan
La conception des boites et la mise en place de l'incubateur associe a la chambre micro-
environnementale garantissent le maintien des echantillons biologiques dans des conditions
de croissance optimales. En eet, les cellules sont maintenues dans leur milieu de culture
non modie et le volume de ce milieu est susamment consequent pour garantir une
bonne inertie de conservation de la temperature, elle me^me entretenue par l'incubateur. La
chambre micro-environnementale permet un bon equilibre du pH par les echanges gazeux
et l'apport en humidite evite toute deshydratation. La plateforme est donc optimisee pour
l'accueil de cellules en culture.
1.2 Etablissement du protocole d'irradiation
Le protocole d'irradiation doit prendre en compte la geometrie de l'installation, la capacite
de l'installation a produire un faisceau d'ions contro^le ainsi que le systeme de reconnais-
sance avant et apres irradiation.
Le systeme doit e^tre capable d'irradier une cible denie, avec un nombre predeni de
particules . L'energie des particules doit e^tre denie de facon a ce que les particules
s'arre^tent dans la cellule. L'irradiation etant eectuee par le dessous, l'objectif est de ne
pas favoriser l'ionisation du milieu de culture au dessus des cellules qui se produirait si
une particule traversait la cellule et stopperait son parcours dans le milieu.
1.2.1 Simulation de l'irradiation
La simulation de l'irradiation permet d'estimer le parcours et l'energie des particules a
partir de l'extraction du faisceau a l'air jusqu'a la cible cellulaire.
Simulation Monte Carlo. SRIM (Stopping and Range of Ions in Matter) est un groupe
de programmes dedies au calcul de la perte d'energie et du parcours de particules
chargees dans la matiere. La derniere version disponible est SRIM2008 (©1984-2008,
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(a) Schema representant la chambre mi-
croenvironnementale pouvant accueillir
trois bo^tes de culture.
(b) Photographie de l'incubateur ferme.
(c) Photographie de l'ensemble de l'installation.
Figure 1.6 { Incubateur et chambre micro-environnementale.
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James F. Ziegler). Le calcul de transport dans un materiau se base sur le programme
TRIM (TRansport of Ions in Matter). Une base de donnee de materiaux composes
est disponible.
Le faisceau de particules  a pour energie incidente 3 MeV. Avant d'atteindre leur
cible denie comme etant le noyau cellulaire, les particules doivent traverser die-
rentes couches de matieres et de gaz. Sur ce trajet, le rayonnement est susceptible
de perdre une partie de son energie cinetique. La traversee de dierents polymeres
a ete simulee an de reproduire l'experience d'irradiation de cultures cellulaires. Un
calcul detaille (ou chaque collision est simulee) est realise. Les materiaux utilises
sont decrits dans la gure 1.7.
(a) Agencement des dierents mate-
riaux.
Si3N4 d = 3,44 g/cm
3 200 nm
Air d = 1,25 mg/cm3 200 a 300 m
Si3N4 d = 3,44 g/cm
3 150 nm
(b) Materiaux utilises.
Figure 1.7 { Traversee de dierents polymeres.
Les particules sont en premier lieu extraites a l'air a travers la membrane en ni-
trure de silicium (de 150 nm d'epaisseur). Elles traversent ensuite une couche d'air
puis a nouveau une couche en nitrure de silicium (de 200 nm). L'epaisseur de la
couche d'air entre les deux membrane de nitrure de silicium peut varier. Elle est
au minimum de 200 m; cette distance est obtenue lorsque la fene^tre de sortie du
faisceau et le puits de culture sont en contact (elle correspond a l'epaisseur de la
fene^tre maintenant la membrane de nitrure de silicium). L'epaisseur maximale de
cette couche determinee selon l'axe Z du microscope est de 300 m.
Les simulations permettant d'evaluer la perte d'energie des particules realisee via le
logiciel SRIM2008 sont presentees gure 1.8 page suivante. L'energie residuelle des
particules au moment de leur penetration dans une cellule est comprise entre 2,847
et 2,860 MeV en moyenne.
Le parcours des particules. L'energie des particules conditionne la distance de leur
parcours dans la matiere. La portee des particules dans un milieu biologique equi-
valent eau (c'est-a-dire la profondeur atteinte dans ce milieu depuis le point d'inci-
dence) est estimee par le programme ASTAR (Stopping Power and Range Tables for
Alpha Particles) fourni en ligne par l'institut national des standards et technologies
des Etat Unis. Le tableau 1.1 page suivante presente le parcours correspondant de
particules  pour des energies allant de 1 a 3,5 MeV.
Selon ces donnees, les particules  d'une energie de 2,847 a 2,860 MeV parcourent
dans un milieu equivalent eau, une distance de 15,06 a 15,15 m.
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(a) Simulation Monte Carlo determinant l'energie residuelle de particules alpha de 3 MeV apres avoir
traverse successivement la membrane en Si3N4 de 150 m d'epaisseur, la couche d'air de 200 m puis la
membrane en Si3N4 de 200 m.
(b) Simulation Monte Carlo determinant l'energie residuelle de particules alpha de 3 MeV apres avoir
traverse successivement la membrane en Si3N4 de 150 m d'epaisseur, la couche d'air de 300 m puis la
membrane en Si3N4 de 200 m.














Table 1.1 { Estimation
par le programme ASTAR
du pouvoir d'arre^t et du
parcours des particules
 dans un milieu equi-
valent eau en fonction de
leur energie (http ://phy-
sics.nist.gov).
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Il est en realite dicile d'estimer l'epaisseur d'une cellule en culture, neanmoins, cette
simulation demontre le parcours de ces particules dans le milieu de culture surplombant
les cellules est minimise.
1.2.2 Contro^le du nombre de particules
Le contro^le du nombre de particules delivrees par cible est realisable selon deux methodes.
La premiere consiste a mettre en place un detecteur de particules au dessus de la culture
cellulaire et ainsi denombrer les ions traversant l'echantillon. La deuxieme methode quant
a elle consiste a placer un detecteur en transmission entre le faisceau et la culture cellu-
laire, ce detecteur emettant des photons au passage des particules, un photo multiplicateur
place au dessus de la culture permet leur denombrement (les methodes de denombrement
sont decrites dans la section 3.3.5 page 64).
Au laboratoire Pierre Sue, l'energie du faisceau incident (3 MeV) et le positionnement
des bo^tes lors de l'irradiation sont denis de facon a ce que les particules  stoppent leur
parcours dans la cellule ciblee, an de minimiser l'ionisation du milieu et la propagation
de radicaux libres pouvant biaiser la reponse cellulaire. Le nombre de particules delivrees
par cellule ne peut donc pas e^tre eectue via l'installation d'un detecteur. D'autre part,
la detection des particules par le biais d'un plastique place entre la sortie du faisceau et
la culture cellulaire couple avec un photo-multiplicateur inuerait fortement sur la qua-
lite du faisceau ainsi que la qualite des conditions de cultures cellulaires (par la necessite
de coupler un photomultiplicateur au dessus des cultures ce qui est non compatible avec
la chambre micro-environnementale). C'est pourquoi le nombre de particules delivre par
cible est par consequent base sur le ux du faisceau incident ; le faisceau de particules 
est maintenu a une uence extre^mement faible de facon a determiner statistiquement le
temps necessaire pour le passage du nombre de particules desire (voir le systeme d'eta-
lonnage section 1.3 page 78).
Ainsi, pour recevoir un nombre donne de particules, les cellules sont maintenues au dessus
du collimateur pendant le temps mesure. Dans cette conguration, la reproductibilite des
irradiations est assuree avec un minimum de 10 particules  en moyenne par cible (Khodja
et al., 2006). La gure 1.9 page suivante presente la capacite de ciblage du faisceau : 90%
des particules  issues du faisceau atteignent leur cible (cercle de 10 m de diametre
correspondant a la taille d'un noyau). Un platic CR39 est irradie en prenant le modele
d'une mosaque de noyaux cellulaires, chacun recevant 10 particules. La revelation du
CR39 permet de mettre en evidence l'impact de ces particules , la superposition de cette
image a l'image originelle (mosaque de noyau) montre la localisation de l'irradiation.
Durant l'irradiation le faisceau n'est pas stoppe. An d'eviter l'irradiation en dehors des
cibles, plusieurs precautions sont engagees :
{ Le temps de delivrance de 10 particules a chaque position d'irradiation doit e^tre relati-
vement long (de l'ordre de la seconde). Ainsi, un nombre negligeable de particules sera
delivre sur le chemin entre deux positions d'irradiation.
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Figure 1.9 { Position relative des impacts des particules  sur un plastic CR39 compa-
rativement a la position des noyaux.
{ La distance entre deux points d'irradiation doit e^tre minimisee.
Dans cette conguration d'irradiation, une serie de trois bo^tes placees au sein de l'ins-
tallation est irradiee en 30 minutes. Cette periode de temps comprenant la mise en place
des bo^tes, le reperage des cibles et l'irradiation elle-me^me.
1.2.3 Visualisation des cellules
Le champ d'observation
Les cellules a irradier sont ensemencees sur une surface de 2,25 mm2. Le choix de l'ob-
jectif pour l'observation des cultures resulte d'un compromis entre precision souhaitee,
temps d'acquisition video, taille du champ et distance de travail. En eet, les objectifs
a fort grossissement presentent generalement une ouverture plus faible, ce qui augmente
considerablement le temps d'acquisition d'une image. En outre, plus le grossissement est
important, plus la taille du champ sera faible. La distance de travail se trouve egalement
reduite lorsque l'on augmente le grossissement, ce qui peut poser probleme lorsque les
cellules sont visualisees a travers le milieu de culture.
La visualisation des cultures au sein de l'installation est realisee via le microscope a uo-
rescence Olympus BXFM surplombant la platine porte-echantillon. Les cellules sont obser-
vees en un seul champ avec un grossissement 50 (gure 1.10a page suivante). Lorsque les
echantillons en position d'irradiation sont visualises en lumiere blanche, ce champ permet
l'observation des cellules en culture sur la membrane en nitrure de silicium, du contour de
cette membrane ainsi que de la fene^tre de sortie du faisceau dans un plan focal inferieur
(La fene^tre de sortie du faisceau est situee 200 a 300 m en dessous).
Cette position est denie comme la position zero de la bo^te. Les contours de la mem-
brane Si3N4, support de la culture cellulaire, denissent les limites maximales de la zone
d'irradiation.
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(a) Visualisation du puits de culture en lumiere
blanche.
(b) Visualisation des noyaux cellulaires pour le
puits de culture correspondant a l'image (a) en
uorescence (ltre U-MWU2 : excitation 330-
385 et emission 420). Coloration Hchst 1 M
pendant 30 minutes.
Figure 1.10 { Visualisation des cultures cellulaires.
Le noyau cellulaire est deni comme cible de l'irradiation. An de distinguer clairement
les cibles d'autres entites de taille comparable, les cellules doivent e^tre marquees a l'aide
d'un colorant vital permettant de distinguer le noyau cellulaire en utilisant un colorant
specique de la chromatine. La plupart de ces colorants emettent dans le domaine visible
lorsqu'ils sont excites dans l'ultraviolet. Le colorant vital Hchst 33342 a ete selectionne
(gure 1.12a page 111).
Le temps moyen necessaire a la mise au point et a la capture d'image est de 10 secondes.
L'identication des cibles
Le Hchst penetre dans les cellules vivantes pour se xer au niveau des regions d'ADN
riches en A et T. Ce colorant est intensement employe dans la communaute des radiobio-
logistes travaillant sur microfaisceau, son utilisation est donc bien referencee (Yasui et al.,
2007). Le Hchst etant un intercalant de l'ADN, il peut favoriser l'apparition de muta-
tions ou de lesions. Ces eets semblent e^tre negligeables a faible concentration (Durand
and Olive, 1982) mais peuvent e^tre accentues par l'exposition aux UV du microscope lors
de l'observation.
An de determiner l'indice de cytotoxicite 50 (IC50) du Hchst 33342 couple a l'eclairage
aux UV du microscope, le test MTT permettant de mesurer la cytotoxicite en terme de
mort cellulaire est eectue (gure 1.11 page suivante). Ce test est realise 10 minutes et 24
heures apres incubation des cultures dans dierentes concentrations de Hchst pendant
30 minutes puis exposition aux ultraviolets pendant 10 secondes. Ce temps correspond a
la duree moyenne d'une exposition lors de la mise au point pour l'observation d'un puits
de culture.
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Figure 1.11 { Test de mortalite cellulaire induite par incubation des cultures MC3T3
avec dierentes concentrations de Hchst puis eclairee 10 secondes aux UV du microscope.
Le test MTT met en evidence que la coloration au Hchst couple aux UV entra^ne des
consequences letales s'accentuant avec le temps. En eet, la dose letale pour 50% de la
population cellulaire diminue ; au temps le plus court (10 minutes) l'IC50 du Hchst est
de 42 M alors que 24 heures plus tard, il n'est que de 26 M.
An de limiter la toxicite chimique, la concentration de Hchst la plus petite possible
doit e^tre utilisee. La coloration doit neanmoins permettre une observation des noyaux en
microscopie de uorescence et ce avec un temps d'exposition le plus court possible, soit
10 secondes. Cette concentration determinee par test visuel correspond a 1 M.
L'utilisation du Hchst peut potentiellement biaiser la reponse cellulaire observee du fait
des consequences mutagenes. An de limiter cela, deux obligations sont imposees aux
protocoles d'irradiation :
{ L'etude de la reponse cellulaire apres irradiation doit e^tre comparee a des contro^les
correspondant a des cellules mises en culture dans les me^mes conditions de densite et
de croissance puis soumises aux colorations au Hchst et a l'eclairage UV du microscope
dans les me^mes conditions de concentration et de temps.
{ An de limiter les consequences mutagenes du Hchst, l'etude de la reponse cellulaire
de sera pas eectuee dans l'interval de 24 heures apres la coloration au Hchst (a
l'exception du protocole TUNEL).
1.2.4 Reperage et enregistrement des positions
Lors de l'irradiation, le faisceau est maintenu xe. Dans ce mode de fonctionnement, les
reperes optique (champ du microscope) et mecanique (deplacement de la platine porte-
echantillon) sont utilises pour l'irradiation. Les cibles sont localisees dans le repere optique
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(a) Visualisation des noyaux cellulaires colores
au Hchst (1 M).
(b) Selection de 100% de la population cellulaire
du puits de culture. Le nombre total de cellules
presentent dans le puits de culture est de 503.
(c) Selection de 50% de la population cellulaire
du puits de culture (soit 250 cellules).
(d) Selection de 20% de la population cellulaire
du puits de culture soit 100 cellules).
(e) Selection de 10% de la population cellulaire
du puits de culture soit 50 cellules).
(f) Identication des cellules bystander (en
rose) relativement aux cellules irradiees (en
bleu). Cas de l'irradiation de 10% de la popu-
lation cellulaire.
Figure 1.12 { Selection des noyaux irradies et reperage des populations ciblee et bystan-
der. Les couleurs ont ete ajoutee informatiquement.
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et la platine porte-echantillon se deplace ensuite an de positionner chaque cible devant
le point de sortie du faisceau.
Pour la reconnaissance et la localisation precise des cellules a partir des images optiques
acquises par la camera CCD, des outils de traitement d'image sont utilises. Ces outils sont
issus des fonctions elementaires du logiciel Image-Pro Plus 5.1 (Media Cybernetics).
Une image numerique est composee d'un tableau de pixels dont la teinte peut e^tre codee
de dierentes manieres. Nous utiliserons ici des images numeriques de type tif codees en
niveaux de gris. Chaque pixel est code sur 16 bits. L'intensite du pixel peut alors varier
de 0 a 4095, chaque valeur correspondant a une teinte de gris particuliere. Ces images
numeriques contiennent par ailleurs des objets que l'on peut denir comme un ensemble
de pixels en contact que l'on peut regrouper selon certains criteres (taille de l'ensemble,
intensite, forme . . . ).
An de visualiser les noyaux, les puits de culture sont exposes au Hchst (1 M) pendant
30 minutes juste avant l'irradiation. La position zero de la fene^tre est reperee en lumiere
blanche puis les noyaux sont visualises avec un ltre approprie a la longueur d'onde d'ex-
citation et d'emission du Hchst (355 et 465 respectivement). Le logiciel d'acquisition
et d'analyse d'image Image Pro Plus (version 5.1) permet une segmentation de l'image
en fonction des nuances de gris. La reconnaissance de forme permet ensuite d'identier
chaque noyau de facon individuelle. La position de leur barycentre, calcule lors de la
reconnaissance de forme, est enregistree. Ces coordonnees seront utilisees comme cibles
d'irradiation et transmisent au contro^leur des moteurs gerant le deplacement de la platine.
La numeration des noyaux presents dans la zone d'irradiation donne le nombre total de
cellules dans le puits de culture. Dierentes fractions de cette population peuvent e^tre
designees pour l'irradiation. La gure 1.12 page precedente illustre les cas d'irradiation
de 0% a 100% de la population cellulaire.
1.2.5 Position du collimateur et irradiation
Pour e^tre irradiees, les cibles sont deplacees au dessus du collimateur. Sa position est
donc determinee prealablement a la reconnaissance des cibles. Pour visualiser la position
du faisceau, un plastique type BC400 est mis en place au dessus de la sortie du faisceau,
en position equivalente a une bo^te de culture. Lorsque le faisceau (alors regle a forte
uence) traverse le BC400, ce dernier emet des photons. L'impact du faisceau est observe
au microscope en lumiere blanche. La reconnaissance de forme permet d'isoler la zone
d'impact, ensuite la position de son barycentre est mesuree.
Lors de l'irradiation cette position est referente comme position d'irradiation. Une macro
speciquement developpee sous Labview par Laurent Daudin, gere les deplacement des
moteurs de la platine porte-echantillon an de placer une cible au dessus du collimateur.
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1.2.6 Cellules ciblees ? cellules voisines ?
La denition precise des populations ciblees et voisines est une condition primordiale ga-
rantissant la repetitivite des experimentations et des mesures. En eet, an d'identier
la reponse cellulaire apres l'irradiation, il est necessaire de denir a priori les cellules de
chaque population.
Denition des cellules ciblees et voisines
Les cellules ciblees sont denies au moment de l'irradiation. Ces cellules correspondent
a celles dont la position des noyaux ont ete selectionnees et enregistrees avec le logiciel
Image Pro Plus. Ces cellules recoivent dix particules  au niveau du noyau.
L'eet de voisinage fait intervenir deux voies communications : par l'intermediaire des
jonction communiquante ou par la secretion de facteurs solubles dans le milieu. Les cellules
bystander sont denies comme toute cellule dont le noyau est localise dans un cercle de
300 m de diametre autour d'une cellule ciblee. An de n'occulter aucune de deux voies de
communication, la necessite d'un contact physique entre les cellules est considere comme
un pre-requis ; une cellule isolee presente dans les limites de ce cercle de 150 m de rayon
n'est pas consideree comme une cellule bystander. La gure 1.12f page 111 illustre cette
denition.
Identication des populations ciblee et voisine apres irradiation
L'analyse de la reponse cellulaire est eectuee directement sur le support de culture via
l'utilisation de protocoles de uorescence. Ces protocoles necessitant une observation par
des grossissements eleves, le support de culture ne peut e^tre visualise en un seul champ.
L'utilisation de grossissement de l'ordre de 200 et 400 x necessite la mutiplication des
champs d'observation puis la reconstitution de l'image du support de culture. La position
des cellules irradiees est determinee ensuite par la reconnaissance visuelle de la mosaque
formee par les noyaux. Une fois la position des cellules ciblees retrouvee, celle de la popu-
lation voisine est determinee.
1.3 Conclusion
La plateforme d'irradiation est parfaitement adaptee a l'accueil de cultures cellulaires et
est operationnelle pour l'irradiation ciblee. La denition des cellules cibles et voisines per-
met une observation independante de la reponse cellulaire. En eet, chaque cellule de
la population irradiee recoit 10 particules , la dose equivalente moyenne recue par une
cellule de cette population est donc toujours la me^me, quelque soit la fraction irradiee de
la population globale. De me^me, chaque cellule de la population voisine, ne recoit aucune
particule ; la dose recue par une cellule de la population bystander est donc nulle.
La plateforme d'irradiation couplee a la methodologie d'analyse cellule a cellule permet
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donc l'etude de l'eet de voisinage. La notion d'irradiation localisee au noyau cellulaire
permet de considerer la culture cellulaire comme un systeme binaire ou une cellule est soit
irradiee, soit non irradiee. L'etude de la reponse cellulaire n'est pas observee en fonction
de la dose recue mais en fonction de l'environnement de chaque cellule ; il s'agit d'obser-
ver la reponse d'une cellule, irradiee ou non, en fonction de son environnement cellulaire,
c'est-a-dire entouree de dierentes proportions de cellules irradiees.
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Caracterisation de la reponse de la
population ciblee et voisine
« Decouvrir consiste a voir comme tout le monde et a reechir comme personne. »
Albert Szent Gyorgyi
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2.1. Dynamique d'apparition des foyers de reparation des cassures double brin
L'irradiation par microfaisceau d'ions permet une irradiation localisee au noyauavec 10 particules  en moyenne. Le systeme de reperage des cellules avant et apres
irradiation rend possible une identication des populations ciblees et voisines.
L'objectif de ce chapitre consiste a caracteriser la reponse cellulaire suite a l'irradiation
par microfaisceau an de determiner l'existence puis l'importance de l'eet de voisinage
pour le type cellulaire MC3T3-E1. Cette caracterisation est etablie en terme d'evenements
macroscopiques tels que l'induction de dommages a l'ADN et la mort cellulaire en fonction
de la fraction cellulaire irradiee ou en fonction du temps post-irradiation.
2.1 Dynamique d'apparition des foyers de reparation
des cassures double brin
L'atteinte de l'integrite de l'ADN est l'une des premieres consequences des radiations ioni-
santes. La generation de cassures a l'ADN est particulierement deletere pour la cellule en
cas de non ou mauvaise reparation. Les cassures double brin sont singulierement critiques
de par leur reparation par le systeme « indele » NHEJ (gure 2.8 page 34).
L'immunodetection des proteines H2AX et 53BP1 (proteines initiant le recrutement des
sytemes de reparation de l'ADN) permet le reperage des cassures double brin de l'ADN
(Rothkamm and Lobrich, 2003). An de caracteriser temporellement la reponse de la po-
pulation ciblee et voisine, ces foyers sont quanties noyau par noyau.
L'induction des foyers de reparation des CDBs est observe suite a l'irradiation par micro-
faisceau d'ions  de 10% de la population cellulaire (gure 2.1).
Figure 2.1 { Exemple d'immonodetection de H2AX et 53BP1. Cas de cellules MC3T3-
E1 irradiees par microfaisceaux avec 10 particules  par noyau.
Ces foyers sont quanties noyau par noyau en identiant population ciblee et bystander.
La gure 2.2 page suivante represente la cinetique de reparation des CDBs en fonction du
temps post-irradiation (de 30 minutes a 24 heures).
Le nombre de foyers de reparation de l'ADN augmente dans la population ciblee des 30
minutes apres irradiation, alors qu'aucune variation n'est observee dans la population voi-
sine.
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Figure 2.2 { Cinetique d'induction des foyers de reparation des cassures double brin de
l'ADN apres irradiation de 10% de la population cellulaire avec 10 paticules  par noyau.
(numeration eectuee sur 90 cellules irradiees et 140 cellules voisines, , p  0,05)
Un pic d'activation de la reparation est observe entre 1 heure et 2 heures post-irradiation.
La dynamique d'apparition de ces foyers est alors du me^me ordre de grandeur dans les
deux populations cellulaires. Passe ce temps, le nombre de foyers par noyau revient a des
valeurs semblables aux contro^les.
L'induction de foyers de reparation de l'ADN est observe independamment dans les cel-
lules ciblees par l'irradiation et les cellules voisines. Ceci permet de s'aranchir de l'eet
de la dose et donc de mettre en evidence l'implication des signaux dit bystander. Les foyers
induits dans la population ciblee sont directement lies a l'irradiation, par contre l'induc-
tion dans la population voisine depend de signaux cellulaires provenant des cellules ciblees.
Cette activation des systemes de reparation se produit dans les temps les plus courts de
la cinetique, avec un pic maximal entre 1 et 2 heures post-irradiation. Passe ce temps, le
nombre de foyers quantie par noyau revient a la normale. La transduction des signaux
bystander induisant l'activation des systemes de reparation des CDBs dans les cellules
voisines prennent donc place dans les deux heures suivant l'irradiation.
2.2 Apoptose radio-induite
Le taux d'apoptose radio-induite suite a l'irradiation par microfaisceau de particules  est
quantie via l'observation de la fragmentation de l'ADN mise en evidence par le protocole
118
2.3. Le test des micronoyaux
TUNEL. La reponse apoptotique est observee alors que 10% de la population cellulaire
est irradiee avec 10 particules . Le taux de cellules en apoptose est quantie a 3, 6, 24
et 48 heures post-irradiation (gure 2.3).
Figure 2.3 { Cinetique de l'apoptose radio-induite suite a l'irradiation par microfaisceaux
de particules . (numeration eectuee sur 90 cellules irradiees et 140 cellules voisines, ,
p  0,05)
Les resultats mettent en evidence un depart en apoptose radio-induite dans les cellules
ciblees. Cette apoptose est transitoire : le maximum est observe 24 h post-irradiation
avec 6,3% 1,8. Passe ce temps, le taux de cellules apoptotiques dans la population
ciblee diminue. Par contre, dans la population bystander, aucun depart en apoptose n'est
observe sur cette me^me periode de temps. Entre 0 et 48 heures apres l'irradiation, la
reponse bystander n'induit donc pas d'apoptose.
2.3 Le test des micronoyaux
An de caracteriser l'eet genotoxique induit a long terme par les radiations, le test des
micronoyaux par blocage de la cytokinese est eectue. Ce dernier met en evidence la perte
d'un fragment ou de la totalite d'un chromosome qui s'individualise sous forme de mi-
cronoyaux au cours de la division cellulaire (gure 2.4 page suivante). Les micronoyaux
apparaissent majoritairement lorsque des cassures double brin ne sont pas reparees (Fi-
mognari et al., 1997). Leur induction est appreciee par le facteur Ymn
1 reetant le taux
moyen de micronoyaux (MN) dans une cellule d'une population donnee 24 heures apres
irradiation. Il s'agit d'une valeur normalisee, directement representative de la genotoxicite.
1. Yield of Micronuclei.
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Figure 2.4 { Le test des micronoyaux avec blocage de la cy-
tokinese permet l'identication des cellules ayant subit une
division cellulaire (cellules binucleees). Cette photographie re-
presente la survenue de micronoyaux individualises au co^te
des noyaux cellulaire normaux. La barre d'echelle represente
10 m.
L'induction de MN est observee selon deux prols : soit en fonction de la population
globale, soit de facon independante pour les cellules irradiees et non irradiees. Cette com-
paraison souligne l'importance de l'observation independante de la reponse cellulaire.
2.3.1 Induction de micronoyaux dans la population globale
L'induction de MN est ici observee dans la population globale et ce suite a l'irradiation
de 0, 10, 20, 50 ou 100% de la population cellulaire (gure 2.5).
Figure 2.5 { Induction micronoyaux dans la population totale suite a l'irradiation de
dierentes fractions de la population cellulaire.(numeration eectuee sur 250 cellules, , p
 0,05)
L'etude de la genotoxicite induite dans la population globale permet de mettre en evidence
l'eet de la dose. Cette relation suit dans notre cas une regression lineaire. Le taux de
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dommage moyen pour une cellule augmente lineairement avec le nombre total de particules
recues.
2.3.2 Induction de micronoyaux dans la population ciblee et voi-
sine
L'induction de micronoyaux precedemment observee dans la population globale est ici
presentee dieremment ; dans la population ciblee et la population bystander de facon
independante. Cette observation permet de s'aranchir de l'eet de dose precedemment
observe.
Figure 2.6 { Induction de micronoyaux dans la population ciblee et voisine suite a
l'irradiation de dierente fraction de la population cellulaire. (numeration eectuee sur 90
cellules irradiees et 140 cellules voisines, , p  0,05)
Les resultats presentes en gure 2.6 mettent en evidence un prol dierent de l'induction
de micronoyaux dans les deux populations. En eet, le prol d'augmentation du facteur
Ymn dans la population irradiee en fonction de la fraction de cellules ciblees n'est pas
lineaire mais atteint une saturation (Ymn est identique lorsque 50% ou 100% des cellules
sont irradiees). Le facteur Ymn mesure dans cette population double comparativement
aux contro^les (0% de cellule irradiee) lorsque 10% de population est irradiee et quadruple
a 100% d'irradiation. Cette augmentation de la genotoxicite est signicative dans tous les
cas.
Par contre, dans la population voisine, la genotoxicite n'apparait qu'a partir d'un certain
seuil d'irradiation. L'induction de micronoyaux n'est signicative que lorsque 50% de la
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population est irradiee. En deca, aucune genotoxicite n'est observee.
Comme ces mesures s'aranchissent de l'eet de dose, la variation du facteur Ymn est ici
associee a une amplication des signaux cellulaires.
2.3.3 La catastrophe mitotique
Lors du test des micronoyaux, un second parametre est observe ; il s'agit de l'apparition de
noyaux geants, ayant un diametre au minimum deux fois plus grand qu'un noyau classique.
Ces noyaux geant, dont la gure 2.8a page 124 montre une photographie representative,
sont generalement diormes.
Caracterisation des noyaux en catastrophe mitotique
An de caracteriser ces noyaux geant, des cultures traitees par un agent genotoxique te-
moin (etoposide 5 M) mimant l'action des rayonnements sont utilisees. Le traitement a
l'etoposide permet de disposer d'un nombre plus eleve de cellules.
Ces noyaux sontdans un premier temsp caracterises en fonction du cycle cellulaire. Une
mesure par cytometrie en ux (gure 2.7 page ci-contre) suivie d'un tri des cellules en
fonction du cycle cellulaire permet de determiner que ces noyaux geants sont en phase
G2 (gure 2.7b page suivante), tout comme les cellules binucleees, mais ils semblent inca-
pables de poursuivre une division nucleaire.
La numeration des foyers H2AX et 53BP1 par immunodetection met en evidence un
nombre eleve d'evenements de cassures de l'ADN (cassures double brin). En eet, le
nombre moyen de foyers de CDBs dans ces noyaux geants est quatre fois plus eleve que
dans les noyaux contro^les (gures 2.8b et 2.8c page 124).
Malgre le blocage en G2 et l'abondance potentielle de cassures double brin de l'ADN,
l'analyse TUNEL montre que ces cellules ne subissent pas une mort programmee en apop-
tose (gure 2.8e page 124). L'ensemble de cette caracterisation tend a demontrer que ces
cellules a mega-noyau subissent une catastrophe mitotique, aboutissant probablement a
long terme a la mort retardee.
Catastrophe mitotique et irradiation
L'induction de catastrophe mitotique est ici observee dans la population globale et ce
suite a l'irradiation de 0, 10, 20, 50 ou 100% de la population cellulaire avec 10 particules
 en moyenne.
Dans les 24 heures suivant l'irradiation, la propension de cellules presentant des caracte-
ristiques de mort mitotique est signicative (gure 2.9 page 125).
En eet, dans la population ciblee, la fraction de cellules contenant ce type de noyau
augmente avec la proportion de cellules ciblees. Cette augmentation est signicativement
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(a) Tri des cellules en
phase G1.
(b) Tri des cellules en phase G2.
(c) Analyse du cycle cellulaire eectue sur 9311 cellules colorees au Hchst
33342. Les sous-gures a et b representent les noyaux obtenus suite au tri
cellulaire en phase G1 et G2.
Figure 2.7 { Cytometrie en ux pour l'etude du cycle cellulaire. Les cultures sur lesquelles
ont ete realisees les tests presentes ci-dessus ont ete traitees a l'etoposide 5 M. La barre
d'echelle correspond a 10 m.
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(a) Photographie representa-
tive d'un noyau geant.
(b) Exemple de mise en evidence de cassures double brin par mar-
quage du H2AX (vert) et 53BP1 (rouge) dans un noyau geant
MC3T3. Le marquage du noyau est realise par coloration Hchst
33342 (bleu).
Noyaux geants Noyaux normaux
Nombre de
foyers
23,8 9,4 8,3 0,8
(c) Numeration des foyers de reparation des CDBs dans les noyaux
geants. Mesures eectuee sur 40 noyaux.
(d) Contro^le positif (DNase I) pour la detection de
l'apoptose par protocole TUNEL. Les noyaux apop-
totiques sont verts. Le marquage des noyaux est rea-
lise par coloration a l'iodure de propidium (rouge).
(e) Protocole TUNEL eectue sur noyau geant. Ces noyaux sont
negatifs pour l'apoptose.
Figure 2.8 { Caracterisation des noyaux geants. Les cultures sur lesquelles ont ete rea-
lisees les tests presentes ci-dessus ont ete traitees a l'etoposide 5 M. La barre d'echelle
correspond a 10 m.
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Figure 2.9 { Evaluation de la proportion de cellules presentant des caracteristiques de
mort mitotique suite a l'irradiation par microfaisceau d'ions de dierentes fractions de
la population cellulaire MC3T3 globale. (numeration eectuee sur 90 cellules irradiees et
140 cellules voisines, , p  0,05)
dierente du contro^le dans chaque cas. Ces mega-noyaux apparaissent aussi dans la po-
pulation voisine, mais dans une moindre mesure. Dans les cellules voisines, cette augmen-
tation est signicative lorsque 20 et 50% des cellules sont irradiees.
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2.4 Conclusions
La reponse a l'irradiation nucleaire de la population cellulaire ciblee et voisine est ici me-
suree selon trois criteres : l'induction de micronoyaux, l'induction de cassures double brin,
ainsi que la mort cellulaire.
Ces travaux permettent la caracterisation de la reponse cellulaire suite a l'irradiation ci-
blee mettant ainsi en evidence l'existence d'un eet de voisinage pour le type cellulaire
MC3T3-E1.
Suite a une irradiation avec 10 particules  en moyenne par noyau, la reponse de la po-
pulation ciblee se caracterise par une augmentation des foyers de CDBs au cours des
deux premieres heures, s'accompagneant 24 heures apres irradiation d'une forte induction
de micronoyaux et d'un taux non negligeable de mort cellulaire apoptotique et de catas-
trophe mitotique.
Parallelement a cela, lorsque 10% de la population cellulaire est irradiee, l'eet de voi-
sinage induit des consequences cellulaires en peu de temps. En eet, dans la population
voisine l'immunodetection de H2AX et 53BP1 montre un pic de recrutement des systemes
de reparation des cassures double brin dans la me^me gamme de temps que la population
ciblee (pic d'activation entre 1 et 2 heures apres irradiation). Par contre, dans cette po-
pulation bystander, les dommages a l'ADN potentiellement induits sont incapables de
conduire pas a plus long terme a une genotoxicite detectable avec le test des micronoyaux
ou me^me a la mort cellulaire (catastrophe mitotique ou apoptose). L'eet de voisinage
existe donc, mais il n'est pas assez important pour provoquer, dans la mesure des tech-
niques utilisees ici, des consequences biologiques moins importantes que dans les cellules
ciblees 24 heures apres irradiation.
Autrement, lorsque dierentes proportions de la population cellulaire sont irradiees,
les resultats exposes tendent a montrer que les signaux bystander issus des cellules ci-
blees participent a une amplication de la reponse cellulaire, que la cellules soit ciblee ou
non par l'irradiation. L'induction des micronoyaux et le taux de cellules presentant des
caracteristiques de mort mitotique demontrent ce phenomene. Cette amplication n'est
pas due a un eet de dose car l'identication des populations cellulaires permet de s'en
aranchir. Cependant, l'amplication de la reponse semble s'incrementer sur l'ensemble
des signaux emis par les cellules ciblees ; plus la fraction cellulaire irradiee augmente, plus
le taux de signaux emis augmente, plus les consequences cellulaires sont ampliees.
Cette amplication est observee a la fois dans la population ciblee et voisine. Ceci indique
que toute cellule, ciblee ou non, peut recevoir les signaux emis suite a l'irradiation et peut y
repondre. Neanmoins, les cellules ciblees semblent montrer une sensibilite plus importante
a ces signaux que la population voisine, car l'induction de micronoyaux comme l'induction
de la mort mitotique est signicative des 10% de cellules irradiees et ce en proportion plus
importante que dans la population voisine.
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3.1. Dynamique du metabolisme oxydatif suite a l'irradiation ciblee
Les radicaux libres sont l'une des principales causes de toxicite dans les cellulessoumises a une irradiation. Depuis la decouverte des eets non cibles, de nombreuses
etudes impliquent plus particulierement les especes reactives de l'oxygene dans l'eet de
voisinage (chapitre 2.4 page 41). La caracterisation de la reponse des cellules MC3T3 met
en evidence un eet de voisinage suite a l'irradiation de 10% de la population cellulaire
avec 10 particules . Ce phenomene se traduit par l'induction de CDBs dans les deux
premieres heures suivant l'irradiation.
Ce chapitre propose l'etude de la generation de radicaux libres dans les me^mes conditions
experimentales an d'etablir une comparaison temporelle des evenements cellulaires ob-
serves. Dans un second temps, le ro^le de la membrane cytoplasmique dans la reponse des
deux populations cellulaires sera considere.
3.1 Dynamique du metabolisme oxydatif suite a l'ir-
radiation ciblee
L'objectif est d'evaluer la generation d'especes radicalaires dans les cellules ciblees et voi-
sines suite a l'irradiation de 10% de la population cellulaire avec 10 particules  par noyau.
Pour cela, trois sondes uorescentes nommees CM-H2DCFDA 1, DHR123 2 et CMAC 3,
permettant la detection directe d'especes radicalaires ou de l'activite antioxydante ont ete
utilisees. Les specicites d'utilisation de chacune de ces sondes sont developpees section 6
page 86.
3.1.1 Generation d'especes radicalaires suite a l'irradiation
Les sondes CM-H2DCFDA et DHR123 uorescent suite a la detection d'especes radica-
laires. La premiere se localise dans l'ensemble de la cellule, ce qui permet une evaluation
du stress oxydant global. La seconde permet quant a elle une detection des radicaux
oxygenes speciquement localises aux mitochondries.
La production de radicaux libres dans les cellules
CM-H2DCFDA est la sonde uorescente la plus referencee pour la detection d'especes
radicalaires (Bartosz, 2006; Myhre et al., 2003). Prealablement utilisee pour la detection
specique de H2O2 ou HO
:, cette sonde permet en realite la detection d'une large gamme
d'especes radicalaires issues de l'oxygene telles que le radical perhydroxyle HO2
:, le radical
hydroxyle HO:, le radical superoxyde O2
 : ou les derives alkoxyles (RO:) ou encore celles
issues de l'azote telle que le peroxynitrite (ONOO ), (Bonini et al., 2006; LeBel et al.,
1992).
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Son utilisation pour l'evaluation du stress oxydant intracellulaire en microscopie de uores-
cence requiert certaines precautions. En eet, CM-H2DCFDA est une sonde extre^mement
photo-oxydable, de plus sa stabilite chimique n'est pas garantie (Bonini et al., 2006; To-
mizawa et al., 2005).
La methodologie adoptee pour la detection des radicaux consiste a evaluer le taux de
sonde oxydee ou « allumee » au moment de l'observation (la limitation de l'illumination
a 150 ms permettant de limiter la photo-oxydation) par rapport au taux total de sonde
incorporee dans chaque cellule. Ce taux total de sonde incorporee est mesure apres photo-
oxydation totale de la sonde et est considere comme egal a 1.
Les mesures sont realisees cellule a cellule. Les resultats presentes gure 3.1, representent
le taux moyen de sonde oxydee par les especes radicalaires pour une cellule de la popula-
tion ciblee ou voisine. Ceci permet donc une evaluation du stress oxydant intracellulaire
suite a l'irradiation.
Figure 3.1 { Evaluation du stress oxydant global suite a l'irradiation de 10% de la
population cellulaire avec 10 particules  par noyau (mesures eectuees sur 90 cellules
irradiees et 140 cellules voisines, , p  0,01).
Les mesures realisees avec la sonde CM-H2DCFDA mettent en evidence un stress oxydant
dans la population ciblee et voisine au temps le plus court de la cinetique, soit 30 minutes
apres irradiation. Ce stress est relativement important car il correspond dans les deux cas
a l'oxydation de presque 50% du taux CM-H2DCFDA incorporees dans les cellules.
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Neanmoins, ce stress est transitoire car au dela de 30 minutes, aucune consommation de
la sonde n'est observee, comparativement aux contro^les.
La production de radicaux libres dans les mitochondries
La generation d'EROs dans les mitochondries est mise en evidence par l'utilisation de
la sonde DHR123. Cette sonde diuse passivement a travers la membrane plasmique et
se localise speciquement dans les mitochondries. Une fois dans les mitochondries et en
presence de H2O2 ou O2
 :, la sonde s'oxyde en rhodamine et devient uorescente. La
DHR123 permet ainsi une evaluation du stress oxydant mitochondrial.
Les mesures de uorescence de la DHR123 sont eectuees cellule a cellule. La variation de
la uorescence moyenne pour une cellules de la population ciblee ou voisine est comparee
aux contro^les, ces derniers etant consideres comme egal a 1. Les mesures realisees suite a
l'irradiation sont presentees en gure 3.2.
Figure 3.2 { Evaluation du stress oxydant mitochondrial suite a l'irradiation de 10% de
la population cellulaire avec 10 particules  par noyau. ND (non determinee) signie que
la mesure pour ce point n'est pas determinee. (mesures eectuees sur 90 cellules irradiees
et 140 cellules voisines, , p  0,01)
Les resultats montrent une production croissante d'especes radicalaires dans la popula-
tion ciblee au cours des 6 premieres heures suivant l'irradiation. Ensuite, 24 heures apres
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l'irradiation, la generation d'EROs revient au niveau basal de production dans les mito-
chondries.
Dans la population voisine, une augmentation du stress mitochondrial est aussi mesuree
entre 2 et 6 heures apres irradiation. Le point de cinetique a 30 minutes n'a pas pu e^tre
determine. Les mesures realisee 24 heures apres irradiation montrent un retour a la nor-
male de l'etat de stress mitochondrial.
Que ce soit dans la population ciblee ou voisine, la generation d'EROs mitochondriales
atteint un maximum 6 heures apres l'irradiation. Ce maximum correspond a une augmen-
tation de pres de 60% de production basale d'especes radicalaires.
3.1.2 Defense cellulaire : le glutathion reduit
L'ensemble des dommages radicalaires semble pouvoir e^tre limite, tout au moins en partie,
par l'action de molecules dites antioxydantes. Celles-ci empe^chent les EROs d'atteindre
leurs cibles biologiques, d'ou leur fonction de protecteur chimique. Un bon antioxydant
est un bon « capteur » de radicaux libres. Toutefois, cette condition est insusante ; il
faut en outre que l'antioxydant soit regenere in vivo de maniere a jouer plusieurs fois
son ro^le. Parmi les antioxydants non enzymatiques se trouvent les thiols (fonction SH)
dont certains sont synthetises in vivo, comme le glutathion (symbolise ici par GSH) (pour
revue, Gardes-Albert, 2003).
Le glutathion est un tripeptide dont la concentration intracellulaire est de l'ordre de 10 4
a 10 3 mol.L 1 (Halliwell B., 1999). La fonction thiol confere au glutathion un ro^le d'anti-
oxydant, c'est-a-dire de reducteur (donneur d'electron ou d'atome H), qu'il exerce vis-a-vis
de nombreuses especes oxydees, et en particulier vis-a-vis de l'eau oxygenee et des radi-
caux hydroxyles. Toutefois, le ro^le protecteur de GSH semble provenir de sa capacite a
reagir avec les radicaux centres sur le carbone R:. En eet dans ce cas, un phenomene de
« reparation » des radicaux R: en RH se produit.
La sonde CMAC permet de detecter avec une forte specicite le glutathion reduit intra-
cellulaire. Toute variation de la uorescence permet donc d'apprecier la consommation de
GSH consequente a un stress oxydant. Le taux basal de glutathion reduit est evalue dans
les contro^les et est considere comme equivalent a 100%. An d'evaluer la consommation
du glutahion reduit, toute variation de uorescence est traduite en pourcentage par rap-
port aux contro^les.
La gure 3.3 page suivante presente les resultats obtenus dans les deux populations cel-
lulaires suite a l'irradiation. Dans la population ciblee, une consommation importante, de
l'ordre de 30% du stock de glutathion reduit, est observee dans les 30 minutes suivant
l'irradiation. Le stock de GSH est encore largement entame ( 15%) 2 heures plus tard. A
partir de 3 heures post-irradiation le taux de GSH dans la population ciblee est equivalent
aux contro^les.
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Figure 3.3 { Evaluation de la consommation du glutathion reduit intracellulaire suite a
l'irradiation ciblee de cellules MC3T3-E1.(mesures eectuees sur 90 cellules irradiees et
140 cellules voisines, , p  0,01)
Dans la population voisine une consommation du GSH est mise en evidence dans la me^me
gamme de temps que pour la population ciblee, c'est-a-dire dans les deux premieres heures
suivant l'irradiation. Cependant cette consommation est moindre : elle n'excede pas 15%
du stock basal. Les variations observees 6 et 24 heures apres irradiation dans la population
voisine ne sont pas signicatives.
3.1.3 Conclusions
La detection in situ des radicaux libres et du GSH intracellulaire suite a l'irradiation
mettent en evidence l'existence d'un stress oxydant dans la population cellulaire ciblee
ainsi que dans la population voisine. Ces observations demontrent plus particulierement
l'existence de deux evenements distincts de production d'especes radicalaires ; le premier
evenement reetant un stress generalise a l'ensemble des cellules se produit dans les temps
les plus courts de la cinetique et le second evenement mitochondrial est persistant jusque
6 heures apres irradiation.
Le stress oxydant generalise dans les cellules 30 minutes apres irradiation est detecte in
situ par la sonde CM-H2DCFDA dans les deux populations cellulaires. Cette generation
d'EROs s'accompagne de l'activation, au moins en partie, des defenses antioxydantes me-
suree via la consommation de glutathion reduit. Cette consommation du GSH constatee
jusque 2 heures apres irradiation est certainement due a la detoxication de radicaux de
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type R: et au temps de renouvellement des stocks de glutathion reduit apres un stress
oxydant important.
Sur la base d'une comparaison temporelle des evenements cellulaires, une concidence peut
e^tre relevee entre la generation de radicaux libres et l'activation des foyers de reparation
des CDBs de l'ADN. En eet, ce premier evenement intense de production d'ERO in-
tervient juste avant l'activation des foyers. De plus, la detoxication par le glutathion est
concomitante avec le pic maximum d'activation des systemes de reparation.
Le second evenement de production d'EROs est lie a l'activite mitochondriale. Dans les
premiers temps suivant l'irradiation, la production d'EROs par les mitochondries detectee
par DHR123 participe probablement au stress general, bien qu'elle ne soit pas detectee
lors des mesures realisees avec CM-H2DCFDA ou CMAC. En outre, l'augmentation de la
production d'EROs mitochondriales persiste au moins jusque 6 heures apres l'irradiation
dans les deux populations cellulaires.
La production d'EROs par les mitochondries est decrite comme l'un des premiers evene-
ments cellulaires conduisant a l'apoptose. La comparaison des cinetiques de generation de
EROs par les mitochondries et de depart en apoptose 24 heures apres irradiation indique
une coherence des evenements dans la population ciblee. Par contre, la population voisine
ne subit pas d'apoptose radio-induite. Les mitochondries sont productrices d'EROs dans
les cellules voisines et jouent donc probablement un ro^le dans l'eet de voisinage.
La presence de radicaux libres 30 minutes apres irradiation ou me^me la generation d'EROs
par les mitochondries se produisent dans des gammes de temps relativement longues
par rapport a la duree de vie d'un radical (de l'ordre de 10 9 seconde). La presence de
radicaux ne peut donc pas e^tre imputee a l'eet indirect des radiations mais semble pluto^t
indiquer l'implication d'une signalisation cellulaire conduisant a leur production que ce
soit dans la population ciblee ou voisine. La section suivante porte plus particulierement
sur l'implication de la signalisation issue de la membrane plasmique.
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3.2 Implication de la signalisation membranaire
Le ro^le de la signalisation membranaire dans la reponse cellulaire suite a l'irradiation est
ici explore de maniere indirecte. En eet an d'inhiber un spectre large de signaux is-
sus de la membrane plasmique, les cultures cellulaires sont cultivees temporairement en
presence d'un agent dissociant les radeaux de lipides, la lipine. La lipine dissocie prin-
cipalement les radeaux lipidiques contenant du cholesterol (Loura et al. (2001); Cremesti
et al. (2001)). Ces radeaux participent au maintien de la conformation de recepteurs ou
proteines transmembranaires et a la transductions de signaux (par phosphorylation) de
l'exterieur vers l'interieur de la cellule (Simons and Ikonen, 1997; Hanzal-Bayer and Han-
cock, 2007; Golub et al., 2004).
3.2.1 Signalisation de la membrane et generation d'EROs
An de determiner l'implication potentielle de la signalisation membranaire dans la ge-
neration de radicaux, la reponse cellulaire suite a l'irradiation de 10% de la population
cellulaire avec 10 particules  est etudiee en presence et en absence de lipine.
Figure 3.4 { Evaluation du stress oxydant global par la sonde CM-H2DCFDA 30 minutes
apres irradiation de 10% de la population cellulaire avec 10 particules  par noyau avec ou
sans traitement avec la lipine (mesures eectuees sur 90 cellules irradiees et 140 cellules
voisines, , P  0,01).
La generation de radicaux est evaluee par utilisation de la sonde CM-H2DCFDA 30 mi-
nutes apres irradiation (gure 3.4). Le traitement des cultures avec la lipine n'inue pas
le niveau basal d'EROs intracellulaire comparativement aux contro^les non exposes.
Le traitement avec la lipine joue par contre un ro^le sur la generation de radicaux suite a
l'irradiation. En eet, dans ce cas les taux de sondes oxydees dans les populations ciblee
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et voisine sont equivalents aux contro^les. Ce traitement inhibe le premier evenement de
production de radicaux produisant un stress oxydant global dans les 30 minutes suivant
l'irradiation.
Comme cet evenement de generation de radicaux est potentiellement implique dans l'in-
duction de cassures double brin de l'ADN, l'inuence de la lipine sur l'induction de foyers
de reparation est etudiee dans la section suivante.
3.2.2 Signalisation membranaire et induction des foyers de re-
paration des CDBs
L'induction des foyers de reparation des CDBs est mise en evidence par immunodetection
de H2AX et 53BP1. La caracterisation de la reponse cellulaire precedemment etablie
indiquait un pic d'activation de la reparation entre 1 heure et 2 heures post-irradiation
pour les populations ciblee et voisine. L'inuence de la lipine est etudiee uniquement pour
le point de cinetique correspondant a ce pic d'activation, soit 2 heures post-irradiation.
Figure 3.5 { Induction des foyers des cassures double brin de l'ADN apres irradiation
de 10% de la population cellulaire avec 10 paticules  par noyau avec ou sans traitement
avec la lipine. (mesures eectuees sur 90 cellules irradiees et 140 cellules voisines, , p 
0,05)
Les foyers H2AX et 53BP1 sont utilises pour determiner l'emplament de CDBs. Ces
foyers sont denombres noyau par noyau pour chaque population. La gure 3.5 presente la
moyenne des foyers de CDBs pour un noyau d'une population donnee.
Le traitement des cultures avec la lipine n'inue pas le nombre moyen de foyers observes
par noyau dans les cultures contro^les. Par contre, le traitement avec la lipine inhibe l'in-
duction des foyers de reparation suite a l'irradiation. En eet, le nombre moyen de foyers
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dans les populations ciblee et voisine est semblable aux contro^les. La signalisation mem-
branaire semble donc contribuer a une cascade d'evenements conduisant a la generation
de cassures double brin de l'ADN suite a l'irradiation dans les cellules voisines mais aussi
dans les cellules ciblees. L'induction de CBDs dans la population ciblee est donc partiel-
lement liee a l'eet direct des rayonnements ionisants sur l'ADN, et semble dependre en
grandre partie de la signalisation issue de la membrane.
3.2.3 Impact de la signalisation membranaire sur l'induction de
micronoyaux
An d'etudier l'impact de la signalisation membranaire sur la genotoxicite induite a long
terme, l'induction de MN est observee 24 heures apres irradiation dans les populations
ciblee et bystander traitees avec la lipine. L'induction de MN mesuree dans ce cas est
comparee aux resultats precedemment obtenues lors de la caracterisation de la reponse
cellulaire.
Les gures 3.6a et 3.6b page suivante presentent les resultats observes pour les populations
ciblee et voisine respectivement. Le traitement des cultures avec la lipine n'inuence pas
l'induction de MN dans les contro^les (0% de cellules irradiees). Par contre le traitement
a la lipine diminue fortement, sans pour autant l'inhiber totalement, l'induction de mi-
cronoyaux apres irradiation.
Dans la population voisine, l'eet de voisinage (precedemment mis en evidence lorsque
50% de la population est irradiee) est diminue de 1/3 lorsque les cultures ont ete expo-
sees a la lipine.
L'eet de la lipine dans la population ciblee est encore plus prononce. En eet, le facteur
Ymn diminue de 1/3 (lorsque 10% et 50% de la population sont irradies) a 1/2 (lorsque
20% et 100% de la population sont irradies). Bien que l'eet d'attenuation de l'induction
de MN soit consequent, aucune relation de proportionnalite ne peut e^tre etablie.
3.2.4 Impact de la signalisation membranaire sur l'induction de
la mort mitotique
Dans les me^mes conditions experimentales, l'eet du traitement avec la lipine est observe
sur l'induction de la mort mitotique a travers la quantication des cellules presentant un
noyau geant apres irradiation. Comme precedemment, cette quantication est comparee
aux resultats obtenus lors de la caracterisation de la reponse cellulaire.
Lorsque les cultures ont ete traitees a la lipine, la proportion de cellules ciblees presentant
un noyau geant est fortement diminuee (gure 3.7a page 139). L'induction de la mort
mitotique est abolie dans le cas d'une irradiation de 10% de la population cellulaire. Dans
les autres cas d'irradiation, le taux de cellules a noyau geant se stabilise autour de 20%.
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(a) Induction micronoyaux dans la population ciblee suite a l'irradiation de
dierentes fractions de la population cellulaire avec 10  par noyau avec ou
sans traitement des cultures a la lipine.
(b) Induction micronoyaux dans la population voisine suite a l'irradiation de
dierentes fractions de la population cellulaire avec 10  par noyau avec ou
sans traitement des cultures a la lipine.
Figure 3.6 { Inuence du traitement des culture MC3T3 a la lipine sur l'induction de
micronoyaux apres irradiation par microfaisceau. (, p  0,05 est evalue par rapport aux
contro^les, , p  0,05 est evalue par rapport aux mesures eectuees sans traitement a
la lipine et dans les me^mes conditions experimentales. Mesures eectuees sur 90 cellules
irradiees et 140 cellules voisines.)
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(a) Evaluation de la proportion de cellules ciblees presentant des caracteris-
tiques de mort mitotique avec ou sans traitement des cultures a la lipine.
(b) Evaluation de la proportion de cellules voisines presentant des caracteris-
tiques de mort mitotique avec ou sans traitement des cultures a la lipine.
Figure 3.7 { Inuence du traitement des cultures cellulaire MC3T3 a la lipine sur
l'induction de caracteristiques de mort mitotique apres irradiation par microfaisceau avec
10 particules  par noyau (, p  0,05 est evalue par rapport aux contro^les, , p 
0,05 est evalue par rapport aux mesures eectuees sans traitement a la lipine et dans
les me^mes conditions experimentales. Mesures eectuees sur 90 cellules irradiees et 140
cellules voisines.)
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L'eet sur la population voisine est beaucoup moins prononce (gure 3.7b page prece-
dente). En absence de traitement avec la lipine, l'induction de cellules a noyau geant est
signicative lorsque 20% et 50% de la population cellulaire sont irradiees. Le traitement
des cultures a la lipine, n'inue que l'induction observee lorsque 20% de la population
cellulaire est irradiee.
3.2.5 Conclusions
La signalisation issue de la membrane plasmique joue un ro^le important dans la reponse
cellulaire suite a l'irradiation. Le traitement des cultures avec la lipine, destructurant
les radeaux de lipides et par consequent la majorite de la signalisation membranaire, in-
duit une diminution importante des consequences biologiques observees dans le cadre de
cette etude. Les consequences a court terme telles que la generation de radicaux dans la
premiere demie-heure suivant l'irradiation, de me^me que l'induction des CDBs sont anni-
hiles par le traitement a la lipine. Ceci s'observe dans les deux populations cellulaires.
La signalisation membranaire inue donc fortement sur la reponse des cellules ciblees et
joue probablement un ro^le dans l'eet de radiosensibilisation de ces cellules. La reponse
des cellules ciblees etant modiee par le traitement a la lipine, l'eet de la signalisation
membranaire dans l'eet de voisinage ne peut pas e^tre evalue par cette observation seule.
Les consequences a plus long terme concernant les dommages a l'ADN ou la catastrophe
mitotique sont aussi fortement minimisees par la lipine, sans pour autant e^tre totale-
ment abrogees. La lipine inue fortement sur la reponse des cellules ciblees et, dans
une moindre mesure, celle des cellules voisines. Les consequences a long terme observees
dans les cellules ciblees en presence de lipine sont dans ce cas probablement dependantes
de l'interaction des rayonnements avec la matiere. Les signaux issus de la membrane
plasmique semblent jouer un ro^le consequent dans l'amplication de la reponse cellulaire
prealablement mis en evidence dans les cellules ciblees. Par contre, la reponse des cellules
bystander implique aussi en partie la signalisation membranaire, mais depend pour une
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1.1. Cinetiques des evenements cellulaires suite a l'irradiation
La r
eponse cellulaire est ici etudiee avec une methodologie originale basee sur
l'analyse de la reponse cellule a cellule. La reponse des cellules irradiees avec 10
particules  en moyenne et des cellules qui leur sont voisines est donc analysee indepen-
damment.
Dierents evenements cellulaires sont observes. L'initiation des systemes de reparation des
cassures double brin impliquant H2AX et 53BP1, l'apoptose radio-induite et la genera-
tion d'especes reactives de l'oxygene permettent d'apprecier temporellement la reponse
cellulaire lorsque 10% de la population est irradiee. D'autre part, l'induction des micro-
noyaux et de la catatrophe mitotique permettent d'examiner cette reponse cellulaire en
fonction de la fraction de la population irradiee (10-100%).
An d'apprehender distinctement la reponse cellulaire impliquant ou relevant de l'eet de
voisinage, resumons dans un premier temps la reponse cellulaire des cellules ciblees et des
cellules voisines.
1.1 Cinetiques des evenements cellulaires suite a l'ir-
radiation
Les cinetiques exposees ci-dessous concernent l'irradiation de 10% de la population cellu-
laire avec 10 particules  des cellules MC3T3. Les cellules voisines ne recoivent aucune
particule, par consequent la reponse cellulaire observee implique un eet de voisinage in-
duit par les cellules ciblees.
1.1.1 La reponse des cellules voisines
Lorsque 10% de la population cellulaire est irradiee, l'eet de voisinage induit des
consequences cellulaires au cours de la premiere heure suivant l'irradiation (gure 1.1b
page 147). Dans la population voisine l'immunodetection de H2AX et 53BP1 ne montre
pas d'activation dans les trente premieres minutes. Le pic d'activation est observe entre
1 et 2 heures apres irradiation (dans la me^me gamme de temps que la population ciblee).
Par contre, dans la population bystander les dommages a l'ADN potentiellement induits
ne conduisent pas a plus long terme a des consequences detectables avec le test des micro-
noyaux ou me^me a la mort cellulaire (apoptose). L'eet de voisinage existe donc, mais il
n'est pas assez important pour provoquer, dans la mesure des techniques utilisees ici, des
consequences biologiques aussi importantes que dans les cellules ciblees 24 heures apres
irradiation.
Parallelement, une double production d'EROs est observee. Des trente minutes apres irra-
diation se produit dans les cellules bystander une production importante et breve d'EROs
d'un niveau identique a celui observe dans les cellules ciblees. Cette production est conco-
mitante avec une consommation du glutathion reduit (15% du stock est consomme). L'ac-
tivite mitochondriale jusque 6 heures apres l'irradiation correspond au second evenement
de production d'EROs.
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1.1.2 Reponse des cellules ciblees et voisines : le bilan
La reponse des cellules voisines est globalement tres proche de celle mise en evidence dans
les cellules ciblees gure 1.1a page ci-contre, que ce soit d'un point de vue temporel ou
me^me du point de vue du niveau des signaux mesures.
La reponse des cellules ciblees presentent neanmoins des dierences majeures pouvant e^tre
resumes en quatre points :
Trente minutes apres irradiation :
{ L'augmentation du nombre de foyers de CDBs uniquement dans les cellules ciblees,
{ Une consommation du glutathion reduit plus importante dans la population ciblee
(30%) que dans la population bystander (15%),
Et 24 heures apres irradiation :
{ Une apoptose radio-induite dans la population ciblee,
{ L'induction de micronoyaux dans la population ciblee.
1.2 L'implication des EROs dans l'eet de voisinage
L'eet de voisinage est induit par les signaux emis par les cellules ciblees suite a l'irradia-
tion et provoque la reponse observee dans les cellules voisines non irradiees.
L'utilisation de sondes uorescentes, autorisant l'observation directe d'EROS, a permis
de mettre en evidence que l'eet bystander implique leur production suite a l'irradiation
par microfaisceau de particules . Bien que de nombreuses etudes aient demontre l'im-
plication des radicaux dans la reponse au voisinage (Shao et al., 2008a,b; Sokolov et al.,
2005; Chen et al., 2008), parfois me^me avec des sondes du me^me type que dans notre
etude (Shao et al., 2003c; Lyng et al., 2002b), aucune cinetique n'etait realisee a ce jour.
L'observation directe des EROs eclaire sur l'origine double de la production d'EROs ainsi
que sur la relation temporelle entre generation d'EROs et apparition de dommages cellu-
laires. Les deux sources de production d'EROs identiees sont : la membrane plasmique
et les mitochondries.
La membrane
Le ro^le de la signalisation membranaire est mis en evidence par l'utilisation de la lipine,
agent destructurant les radeaux lipidiques. Nagasawa et al. (2002) etaient les premiers
a considerer l'implication de la membrane dans la reponse bystander de cellule CHO in-
cubees en presence de lipine. Suivi ensuite par Shao et al. (2004) qui suggerent un lien
entre membrane, EROs et activation des foyers de reparation des CDBs, lien conrme par
la suite par d'autres equipes (Burdak-Rothkamm et al., 2007; Tartier et al., 2007) dans
dierents types cellulaires (gures 1.3 page 148 et 1.2 page 148).
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(a) Reponse des cellules ciblees
(b) Reponse des cellules voisines
Figure 1.1 { Representation schematique de la cinetique des evenements cellulaires (entre
0 et 24h) suite a l'irradiation de 10% de la population cellulaire par microfaisceau de
particules  (10 particules par cible).
Dans les cellules MC3T3, l'observation directe des EROs en fonction du temps post-
irradiation est en accord avec les precedentes etudes, mais presente l'avantage de preciser
la cinetique des evenements. Cette derniere permet de determiner que la signalisation
issue de la membrane plasmique est impliquee dans la production massive d'EROs dans
la premiere demi-heure apres irradiation. Cette production s'accompagne d'un stress oxy-
dant consequent jusque deux heures apres irradiation, les stocks de glutathion reduit etant
diminues de 15%.
De plus, la relation cinetique entre production d'EROs puis activation des foyers de re-
paration des CDBs (au temps deux heures) renforce les observations de Hu et al. (2006);
Chen et al. (2008) et Nagasawa et al. (2008) suggerant que le stress oxydant est reponsable
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de la formation de dommages a l'ADN. Cette relation cinetique nous permet de poser une
hypothese quant aux mecanismes mis en jeux pour la reparation des cassures double brin
de l'ADN. En eet, la cinetique de formation des foyers H2AX et 53BP1 presente, dans
la cas des MC3T3, un caractere atypique puisque au lieu de montrer un pic des 30 minutes
apres l'irradiation, le maximum est retarde entre 1 heure et 2 heures apres l'irradiation.
Cet eet retarde, justie ici par la presence massive d'EROs 30 minutes apres l'irradia-
tion, incite a penser que la reparation des CDBs implique le systeme ATR connu pour se
mettre en place plus tardivement que ATM (Burdak-Rothkamm et al. (2007, 2008)).
Le ro^le precoce de la membrane dans la reponse au voisinage est donc majoritaire. Cepen-
dant, la dissociation des radeaux lipidiques inhibant de nombreuses proteines de signali-
sation (dont la NADPH oxydase Shao et al. (2003d)) ou me^me les jonctions de type gap
(selon Nagasawa et al. (2002)), il est impossible de determiner precisement les signaux
impliques dans le cadre de cette etude sur les MC3T3. La membrane etant neanmoins
la premiere et principale barriere entre une cellule et l'exterieur, son implication dans la
transduction des signaux bystander par la voie du milieu ou par la voie des jonctions
communicantes est fondamentale.
Figure 1.2 { L'incubation des cultures (cellules HeLa) en
presence de lipine, inhibe l'induction de foyers 53BP1. Cas
d'irradiation nucleaire de 5 cellules dans la population etu-
diee avec 1 particule . D'apres Tartier et al. (2007).
Figure 1.3 { Induction de foyers H2AX dans les cellules
bystander, suite a l'irradiation aux rayons X (2 Gy). Il s'agit
d'un systeme de co-cultures de cellules NHA et T98G. Un
type cellulaire est irradie puis l'eet bystander est observe
dans le second type cellulaire. D'apres Burdak-Rothkamm
et al. (2007).
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Les mitochondries
Les mitochondries constituent la seconde source de production des EROs dans les cellules
bystander. La production de radicaux par les mitochondries se distingue de celle de la
membrane par leur cinetique. En eet, alors que la membrane est directement impliquee
dans le stress generalise trente minutes apres irradiation, la production mitochondriale
dure dans le temps, entre 3 et 6 heures apres irradiation, et n'entra^ne pas de consomma-
tion mesurable du stock de glutathion reduit. Les etudes de Nugent et al. (2007), Zhou
et al. (2008) et Tartier et al. (2007) avec des  ainsi que Lyng et al. (2006a) avec des
protons engagent des gammes de temps similaires.
Bien que de precedents travaux suggerent une implication precoce des mitochondries dans
l'eet de voisinage (Chen et al., 2008), la production mitochondriale n'ayant pas ete de-
terminee plus to^t (au temps 30 minutes), l'implication des mitochondries ne peut e^tre
speciee pour les MC3T3 dans la demi-heure suivant l'irradiation.
Alors que la production d'EROs mitochondriales est etablie dans les cellules bystander, les
consequences en terme de dommages ou de mort cellulaire le sont moins. Dans d'autres
types cellulaires, les mitochondries sont directement impliquees dans la formation de dom-
mages a l'ADN ou me^me l'apoptose (Chen et al., 2008; Nugent et al., 2007; Tartier et al.,
2007). Dans le cas des MC3T3, l'activation des foyers de reparation des CDBs semblent
majoritairement dependre de la signalisation membranaire (tout au moins deux heures
apres l'irradiation) et les cellules bystander ne subissent pas d'apoptose radio-induite ou
de catastrophe mitotique.
Au demeurant, les mitochondries etant impliquees dans la reponse bystander, reste a de-
terminer par quelle voie elles sont activees. Deux mecanismes principaux peuvent e^tre
proposes : l'activation par la voie des ceramides, impliquant la membrane plasmique, et
le calcium, mediateur d'activation des mitochondries (Boneh, 2006).
1.3 L'eet de voisinage est observe dans les cellules
bystander et les cellules ciblees
Le test de l'induction de micronoyaux par blocage de la cytokinese permet de mesurer le
facteur Ymn reetant le taux moyen de micronoyaux (MN) dans une cellule d'une popu-
lation donnee apres irradiation. Un micronoyau se forme au cours de la division cellulaire
lorsqu'un dommage a l'ADN mal ou non repare induit la perte d'un fragment de chro-
mosome, voir d'un chromosome entier. Le facteur Ymn reete donc le taux moyen de
dommages pour une cellule.
Les resultats exposes dans ce memoire ont permis d'observer les dommages induit 24
heures apres l'irradiation pour dierentes fractions de la population irradiee (10 a 100%).
L'induction des micronoyaux a ete observee selon deux points de vue.
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L'induction des micronoyaux est dans un premier temps observe en fonction de la popula-
tion globale, ce qui permet de mettre en evidence que le facteur Ymn augmente (lineaire-
ment) en fonction de la fraction cellulaire irradiee et donc par extension, de la dose recue
par la population globale. Cette relation lineaire,correspondrait d'apres les estimations de
Shao et al. (2003b,c) a une reponse cellulaire uniquement dependante de la dose sans eet
de voisinage.
Figure 1.4 { Induction de micronoyaux
dans une population ou dierentes fractions
sont irradiees avec une particule  par cel-
lule. Les carres correspondent aux resultats
experimentaux et les cercles, aux predictions
sans eet de voisinage. D'apres Shao et al.
(2003c).
Cependant, l'eet de voisinage est mis en evidence lorsque l'induction des micronoyaux est
etudiee dans la population ciblee et bystander independamment, ce qui permet de s'aran-
chir de cet eet de dose. La relation lineaire observee precedemment dans la population
globale se compose en realite de deux reponses distinctes :
1. la reponse des cellules ciblees qui se stabilise lorsque la fraction de cellules irradiees
est elevee,
2. la reponse des cellules voisines induite par eet de voisinage lorsque la fraction de
la population irradiee est superieure a 20%.
Bien que de nombreux travaux utilisent ce test pour mettre en evidence la genotoxicite
induite par l'irradiation dans le cadre d'eet bystander, aucune etude a ce jour ne presente
l'induction de micronoyaux independamment pour chaque population.
Ces observations independantes mettent en evidence un phenomene d'amplication de
la reponse cellulaire, notamment dans les cellules ciblees. En eet, lorsqu'une cellule ciblee
est irradiee avec 10 particules, un certain niveau de dommages est induit en consequence.
Or dans notre cas, ce niveau de dommages augmente avec la fraction de la population
ciblee. En d'autres termes, une cellule ciblee entouree d'autres cellules ciblees montre donc
un niveau de dommages beaucoup plus eleve qu'une cellule ciblee entouree de cellules non
ciblees.
Cette amplication de la reponse cellulaire n'est pas due a une augmentation de la dose
recue par la population globale, la reponse cellulaire etant analysee independamment pour
chaque population. L'amplication de la reponse est donc liee aux signaux cellulaires
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emis par les cellules ciblees. Dans les cellules voisines, ce phenomene d'amplication cor-
respond explicitement a la description de l'eet de voisinage. Mais il appara^t ici que les
cellules ciblees peuvent aussi recevoir ce signal et y repondre. De plus, quelle que soit la
population, ciblee ou bystander, le niveau de dommages cellulaires observe (en terme d'in-
duction de MN) semble s'incrementer sur le pourcentage de cellules emettrices de signaux.
Ce phenomene d'amplication traduit l'existence d'un eet de voisinage dont la deni-
tion s'eloigne legerement de celle proposee par Djordjevic (2000) ou les signaux bystander
provenant des cellules irradiees vers les cellules non irradiees sont unilateraux. En eet,
les signaux emis par les cellules irradiees ont pour cible les cellules voisines irradiees et
voisines non irradiees.
Ces observations menent a considerer une culture cellulaire comme un reseau complexe de
communication ou signaux dus a l'irradiation elle-me^me et signaux emis par les cellules
ciblees interviennent. Toute cellule, irradiee ou bystander, est susceptible de recevoir le
signal emis par les cellules irradiees. Lorsque les cellules ciblees sont proches les unes des
autres, il faut donc considerer que leur reponse se compose a la fois de la reponse due a
l'irradiation directe et de la reponse due aux signaux emis par ces cellules ciblees.
1.4 Implication de l'eet de voisinage dans les cel-
lules ciblees
Le protocole d'irradiation mis en place pour l'etude de la reponse cellulaire en fonction
du temps apres irradiation est base sur l'irradiation de 10% de la population cellulaire.
Or dans notre cas, ces 10% de cellules ne sont pas isolees les unes des autres, elles sont
disposees en groupe au centre du puit de culture (gure 1.5). La reponse des cellules ci-
blees est donc composee de la reponse induite par l'irradiation et de l'eet de voisinage
entre cellules ciblees tandis que la reponse des cellules bystander correspond uniquement
a la reponse induite par eet de voisinage.
Figure 1.5 { Selection de 10% de la popula-
tion cellulaire pour l'irradiation (cellules ci-
blees en bleu, cellules bystander en rose, les
couleurs sont ajoutees informatiquement).
Les irradiations realisees en presence de lipine ont permis de determiner que les signaux
issus de la membrane plasmique etaient impliques dans l'amplication de la reponse des
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cellules relative a l'augmentation du nombre de micronoyaux en fonction de la fraction
de population irradiee. Par consequent, la signalisation membranaire est impliquee dans
l'eet de voisinage entre cellules ciblees ainsi que dans l'eet de voisinage vers les cellules
bystander.
Il etait de plus note (section 3.1.3 page 133) que la presence de radicaux 30 minutes apres
irradiation, ou me^me la generation d'EROs par les mitochondries, se produisant dans des
gammes de temps relativement longues par rapport a la duree de vie d'un radical (de
l'ordre de 10 9 seconde), ne pouvait pas e^tre imputee a l'eet indirect des radiations (par
ionisation de l'eau). Ces EROs semblent pluto^t indiquer l'implication d'une signalisation
cellulaire conduisant a leur production que ce soit dans la population ciblee ou voisine.
Comme l'a demontre Hafer et al. (2008), l'induction d'EROs par eet bystander peut de
plus se produire dans les toutes premieres minutes suivant l'irradiation.
Les experiences realisees en presence de lipine ont permis de conrmer l'implication d'une
signalisation en determinant l'inuence de la signalisation membranaire :
{ dans la production de EROs cellulaires 30 minutes apres irradiation,
{ dans l'actication des foyers H2AX et 53BP1 de l'ADN, 2 heures apres irradiation.
La particularite de ces observations correspond au fait qu'elles soient valables autant dans
les cellules ciblees que dans les cellules bystander.
En consequence, l'hypothese suivante est proposee : la reponse cellulaire impliquant la
breve mais importante production d'EROs a 30 minutes puis le pic d'activation des re-
parations des CDBs a 2 heures apres irradiation est induite par l'eet de voisinage dans
les cellules ciblees et bystander. Cependant, les voies de signalisation induisant l'eet bys-
tander n'etant pas clairement identiees, il est dicile d'evaluer avec exactitude la part
a imputer a l'eet de voisinage dans la reponse des cellules ciblees.
De plus, ces signalisations se revelent extre^mement complexes car comme l'a demontre
Tartier et al. (2007) dans des cellules HeLa, me^me si la membrane joue un ro^le dans la
formation de dommages a l'ADN apres irradiation nucleaire, il n'est pas de me^me lors
d'irradiations cytoplasmiques. D'ailleurs, concernant les cellules MC3T3, l'observation de
la catastrophe mitotique en fonction de la fraction de la population irradiee souligne
aussi cette complexite. Dans ce cas, l'utilisation de la lipine revele que la signalisation
membranaire intervient dans ce phenomene pour les cellules ciblees, mais peut e^tre pas
pour les cellules voisines.
1.5 La notion de distance et l'eet de voisinage
L'etude de la reponse des MC3T3 suite a l'irradiation ciblee demontre un eet de voisi-
nage s'etendant a une distance maximale de 150 m. Cependant, comme cette distance
est imposee lors de la determination des conditions experimentales, estimer la dependance
spatiale de l'eet bystander n'est pas realisable au dela.
A ce jour, certaines etudes apportent des indices quant a cette notion. Suite a une irra-
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diation ciblee avec des rayons X, Schettino et al. (2003) montre un eet bystander jusqu'a
3 mm de distance. Dans des tests eectues sur des tissus epidermiques reconstitues in
vitro, l'apoptose et des MN sont induits uniformement jusque 1 et 0,6 mm respectivement
a partir de la zone irradiee (Belyakov et al. (2005)). In vivo, Koturbash et al. (2006) ont
aussi mis en evidence l'induction de RAD51 par eet bystander dans des tissus situes a 1
cm du tissu irradie avec des rayons X. Dans le cas d'irradiation  de broblastes AG1522
conuents, l'induction de foyers H2AX est mis en evidence Hu et al. (2006) dans des
cellules situees a 7,5 mm de la cellule irradiee (gure 1.6).
Figure 1.6 { Induction de CDBs mesuree
30 minutes apres irradiation  dans les cel-
lules irradiees et bystander. D'apres Hu et al.
(2006).
Les distances mises en jeu peuvent donc e^tre importantes. L'impact de l'eet de voisinage
dans l'ensemble des cellules d'une me^me culture peut par consequent prendre des propor-
tions beaucoup plus importantes si l'on considere que toute cellule, irradiee ou non, est
susceptible de montrer une reponse bystander.
1.6 Conclusion : l'eet de voisinage, une amplica-
tion de la reponse cellulaire
Nos observations fournissent une vision globale au cours de temps de la reponse bystander
apres l'irradiation ciblee, reponse se composant d'un stress generalise et mitochondrial.
L'ensemble demontre donc qu'un mecanisme impliquant deux productions distinctes de
radicaux participent a la reponse bystander des cellules MC3T3. La membrane est im-
pliquee precocement dans le stress generalise et induit des dommages a l'ADN dans les
deux premieres heures suivant l'irradiation alors que les mitochondries sont impliquees
dans une production a plus long terme, mais sans consequences cellulaires determinees a
ce jour.
Comme l'ont deja souligne Shao et al. (2003b), l'eet de voisinage correspond, de par
sa denition premiere, a une amplication de la reponse originelle des cellules ciblees, les
cellules bystander presentant des dommages additionnels. Dans le cas des cellules MC3T3,
ce processus d'amplication de la reponse cellulaire est plus etendu. En eet, l'eet de
voisinage ne suit pas une route unique des cellules ciblees par l'irradiation vers les cellules
voisines non irradiees. Une cellule irradiee peut aussi recevoir ce signal et y repondre. Ce
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processus pourrait jouer un ro^le considerable dans la reponse bystander qui serait donc
d'une plus grande importance quand la cellule irradiee est aussi une cellule voisine.
Bien que des travaux complementaires soient necessaires pour approfondir les mecanismes
mis en jeu pour la transmission des signaux bystander dans d'autres lignees cellulaires et
notamment des lignees humaines, de nouvelles interrogations s'imposent. L'eet de voisi-
nage pouvant intervenir sur des distances relativement grandes si l'on se place a l'echelle
cellulaire, quelles sont les incidences concernant les risques associes d'un point de vue
radioprotection pour de l'exposition a de faibles doses d'irradiation ?
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Irradiation par microfaisceau : la place du
laboratoire Pierre Sue dans la communaute
Concevoir un microfaisceau de particules idealement dedie a l'irradiation de cel-lules en culture requiert dierentes exigences. Ces conditions sont toutes liees a
l'adaptation de l'installation a la pratique de la biologie et a la reproductibilite des irra-
diations. Mais la pratique de la biologie implique d'etablir un compromis entre la capacite
de la plateforme d'irradiation et l'environnement biologique.
Des conditions de pratique de la biologie appropriees :
le point fort de l'installation
Le developpement de la plateforme d'irradiation du laboratoire Pierre Sue est principale-
ment base sur le respect des conditions de culture cellulaire au sein de l'installation.
L'installation a donc necessite de nombreuses adaptations techniques. La premiere d'entre
elles a ete la deexion du faisceau a la verticale, des le debut du projet de creation d'une
plateforme d'irradiation en 2004. Point de depart du projet initiant les travaux exposes
dans ce memoire, l'ajout d'un electroaimant correspond a la creation d'une troisieme ligne
de faisceau au laboratoire Pierre Sue totalement devouee a l'irradiation de cellules.
Le faisceau est donc vertical, sa taille est reduite par un collimateur (an d'obtenir un
microfaisceau) et il permet une irradiation par le dessous des echantillons biologiques.
De ce fait, le plan d'irradiation horizontal correspond au plan normal de culture cellu-
laire (?). Les cellules sont cultivees dans des bo^tes de cultures speciquement concues
pour s'adapter aux contraintes geometriques imposees par l'installation mais neanmoins
permettant le maintien et la croissance de cellules en dehors de l'installation dans des
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conditions standard. Au sein de l'installation d'irradiation, ces echantillons biologiques
sont aussi maintenus dans une atmosphere contro^lee en temperature, gaz et humidite
gra^ce a l'integration d'un incubateur et d'une chambre micro-environnementale montes
sur mesures.
Aujourd'hui, la plateforme d'irradiation est operationnelle. Le protocole d'irradiation est
lui-me^me elabore de facon a limiter les biais apportes par le stress cultures cellulaires.
Le reperage des cibles est eectue via une coloration au hoechst avec une concentration
minimale et l'exposition aux UV du microscope pendant l'acquisition est aussi minimisee.
De plus, contrairement a la plupart des installations travaillant sur des grandes surfaces,
les puits de cultures concus ici, d'une surface de 2,25 mm2, permettent une acquisition
d'image (au grossissement 50 ) pour le reperage des positions en un champ unique.
Ceci evite l'exposition repetee aux UV du microscope necessaire pour la reconstitution
d'echantillons de grande surface.
Favoriser les conditions de cultures cellulaires au sein de l'installation ne degrade pas la
qualite du faisceau ni la precision de ciblage. Par contre, ceci impose une certaine limite
dans la numeration des particules pendant l'irradiation.
Les limites de l'installation
Une premiere limite est liee a la taille du faisceau, du^ au choix technologique adopte
pour sa production. En eet, les sytemes focalises montrent des performances meilleures
en qualite de ciblage, le faisceau pouvant atteindre une taille sub-micrometrique. Au
laboratoire Pierre Sue, la collimation montre une performance de ciblage de l'ordre de 10
m.
Mais la limite majeure de l'installation correspond au denombrement in situ des ions.
Cette limite inue principalement sur la vitesse d'irradiation. Or, la vitesse de l'irradia-
tion est en general consideree comme un parametre important dans le cas d'irradiation par
microfaisceaux. En eet, plus l'irradiation est rapide, plus le nombre de cellules irradiees
est important et plus il est aise d'etudier des phenomenes biologiques dont les frequences
d'apparition sont rares. Dans la conguration mise en place au laboratoire Pierre Sue, la
vitesse est determinee par le temps de pose necessaire a la delivrance de 10 particules et
au nombre de cibles a irradier. Dans le cadre des etudes realisees et presentees dans ce
memoire, cette limite n'a pas d'incidence, de par le fait que l'etude de la reponse cellulaire
est basee sur l'observation d'evenements non rares et mesurables par le biais de tech-
niques uorescentes (changement du statut redox, activation des systemes de reparation
de l'ADN lie a ATM, induction de micronoyaux. . . ).
Ameliorer le systeme de denombrement des ions pendant l'irradiation est un point clef
des developpements futurs au sein de l'installation. En eet, contro^ler le nombre d'ions
envoye a chaque cible permettrait d'irradier en deca de 10 particules par cible. Mais il
est a souligner qu'a ce jour, la majorite des etudes portant sur la reponse cellulaire en
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fonction du nombre de particules recue par cible (generalement entre 1 et 10) mettent en
evidence que quelque soit le nombre de particules, la reponse cellulaire est generalement du
me^me ordre de grandeur (Shao et al., 2004, 2006a; Prise et al., 1998). D'autre part, dans le
cadre particulier de l'etude de l'eet de voisinage, de nombreuses installations d'irradiation
par microfaisceaux participent a la comprehension de ce phenomene en pratiquant des
irradiations de l'ordre 10 a 20 particules  par cible (Zhou et al., 2000; Tartier et al.,
2007).
La place du laboratoire dans la communaute
En conclusion, d'un point de vue biologique la plateforme d'irradiation presente les ca-
racteristiques requises pour la pratique d'etudes en radiobiologie car travailler sur mate-
riaux biologiques au sein de l'installation est realisable dans des conditions parfaitement
adaptees. D'autre part, d'un point de vue technique le microfaisceau autorise les etudes
portant plus precisement sur l'eet de voisinage car il permet d'irradier (d'une maniere
semi-automatique) une cible biologique denie. Par contre, l'irradiation par microfaisceau
ne peut e^tre realisee avec un nombre d'ions contro^le in situ. En eet, irradier en deca de
10 particules  par cible n'est pas praticable a ce jour.
Neanmoins, les caracteristiques techniques de la plateforme d'irradiation du laboratoire
Pierre Sue, deja repertoriees dans la litterature par Bigelow et al. (2008), sont equiva-
lentes aux autres installations, mais presente en plus une capacite d'accueil de cultures
cellulaires plus adaptee. Au demeurant, les installations d'irradiation par microfaisceau
sont intrinsequement des installations en perpetuelle evolution et adaptations techniques.
L'equipe travaillant autour de la microsonde nucleaire et de la plateforme d'irradiation
uvre a ce jour a l'amelioration du systeme. Plus particulierement, l'installation d'un mo-
teur piezzo electrique encadrant le collimateur permettra sous peu d'augmenter la vitesse
d'irradiation en couplant les deplacements de la platine porte-echantillon au deplacement
du collimateur.
Les microfaisceaux collimates ou focalises montrent generalement de bonne performances
pour l'irradiation d'une cellule unique avec un ou plusieurs ions. Certaines installations
ont deja produit des donnees d'un grand intere^t concernant l'etude des eets a faible
dose d'irradiation. Mais il doit e^tre notie que les dierentes conditions d'irradiation
sont uniques et caracteristiques de chaque installation que ce soit en terme de qualite
du faisceau, du systeme de reconnaissance des cellules, de la detection des particules,
du systeme de maintien des echantillons biologiques et de leur preparation. Tout cela






Les travaux developpes au cours de cette these sont representatifs de la pluridisci-plinarite de la radiobiologie, science basee sur l'etude des eets des rayonnements et
notamment des rayonnements ionisants sur les e^tres vivants. Dans le cadre des eets non
cibles observes a faible dose d'irradiation, et en particulier l'eet de voisinage, l'utilisation
d'installations speciques comme les microfaisceaux, sont moteurs d'avancees majeures.
Entre physique et biologie, deux objectifs etaient prealablement poses au debut de cette
these. L'objectif premier consistait a elaborer une plateforme d'irradiation biocompatible,
c'est-a-dire favorisant de facon optimale la pratique de la biologie cellulaire au sein de l'ins-
tallation. Le second objectif etait de participer a la comprehension de l'eet de voisinage
suite a l'irradiation ciblee par l'etude de l'implication des especes reactives de l'oxygene
dans la reponse bystander.
Aujourd'hui, la plateforme est biocompatible et fonctionnelle. Le microfaisceau permet
d'irradier selectivement une cellule denie au niveau de son noyau avec dix particules
 en moyenne. La reponse cellulaire est analysee cellule par cellule. Les reponses de la
population ciblee et de la population voisine sont ainsi etudiees independamment.
L'etude realisee sur des cellules normales osteoblastiques (les MC3T3) apporte un regard
nouveau sur l'eet de voisinage, caracterise par un stress cellulaire d'origine double, la
membrane et les mitochondries. Cet eet de voisinage peut toucher toutes les cellules
d'une culture : les signaux bystander n'ont pas de cible denie. Ainsi toute cellule, irra-
diee ou non, peut recevoir ces signaux et repondre. Les cultures cellulaires sont des reseaux
complexes ; leur reponse a l'irradiation indique une relation me^lee entre signaux relatifs a
l'irradiation elle-me^me et reponse au voisinage conduisant a une amplication.
Ces travaux bases sur la caracterisation des cinetiques de reponses (en terme de dom-
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Chapitre 3. Conclusion generale
mages et production de EROs), ouvrent de nouvelles perspectives pour la comprehention
de l'eet de voisinage mais souligne aussi l'importance d'etudes globales portant sur tous
les facteurs connus pour e^tre impliques dans ce phenomene. Les perspectives propres a
cette etude basee sur le type cellulaire MC3T3 sont multiples et peuvent e^tre resumees
en quatre points principaux :
{ L'activation de la membrane et des mitochondries depend t'elle du me^me mecanisme ?
Determiner plus precisement les voies de communications cellulaires impliquees dans
l'eet de voisinage a des temps tres courts apres l'irradiation via l'etude des mecanismes
d'activation des signaux membranaires et mitochondriaux. L'implication du TGF, des
voies de signalisation faisant intervenir les MAP kinases, l'activation de la NADPH
oxydases sont autant de facteurs pouvant intervenir dans l'eet de voisinage.
{ La double generation d'EROs, a court terme initiee par la membrane et a long terme
initiee par les mitochondries, sont-elles engagees chacune dans un processus dierent
tels que la protection de tissu, la cancerogenese ?. . . ). Etudier les consequences biolo-
giques des EROs en terme de dommages a l'ADN et dommages cellulaires en general
(particulierement les dommages oxydatifs permettraient d'initier une reponse a cette
question.
{ Quelle est la contribution de l'eet de voisinage induits dans les cellules ciblees par
l'irradiation dans la reponse d'une culture ou d'un tissu ? L'eet de voisinage pouvant
voyager sur de longues distances, une etude methodique de l'impact de la reponse bys-
tander (et en particulier l'implication des EROs) en fonction de la distance a la cellules
irradiee participerait a mieux apprehender les communications complexes entre cellules
et a identier clairement l'impact de l'eet bystander dans une population, voire dans
un tissu.
{ L'eet de voisinage est-il type cellulaire dependant ? Les mecanismes impliques sont-ils
les me^mes dans chaque type cellulaire ? Mettre au point une etude comparative entre
dierents types cellulaires dans les me^mes conditions experimentales permettrait de
s'aranchir des problemes lies a la variete d'installations d'irradiation et de protocoles.
Cette comparaison contriberait fortement a comprendre l'impact de l'eet de voisinage
en fonction du type cellulaire et donc en fonction de la physiologie adaptee de chaque
type cellulaire.
D'autres perspectives sont envisageables dans le domaine de la toxicologie nucleaire, no-
tamment dans la determination de la toxicite de l'uranium. Le choix de cette lignee os-
teoblastique etait etabli dans le but de mener a long terme des etudes comparant toxicite
chimique et radiologique de l'uranium, metal lourd stocke dans les os apres contamina-
tion interne. Le phenomene d'amplication de la reponse cellulaire par eet de voisinage
pouvant potentiellement contribuer a l'apparition de dommages devrait donc e^tre pris en
consideration dans les futures etudes.
En nalite, l'eet de voisinage est etudie a travers le monde sur dierents types cellu-
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laires et avec des rayonnements de TEL varies depuis une quinzaine d'annee. Cependant
l'incidence en radioprotection et notamment sur la relation lineaire sans seuil n'est pas
clairement determinee, la diculte provenant principalement de la variete de materiels
biologiques et techniques utilises a ce jour, couples au fait que ces eets observes a faible
dose d'irradiation relevent generalement des niveaux d'expositions environnementales. Le
developpement de programmes internationaux encadrant l'ensemble des facteurs mis en







Principe de la cytometrie en ux
La cytometrie en ux est une technique d'analyse multiparametrique sur plusieurs milliers
de cellules isolees. Les mesures simultanees de caracteristiques physiques et biologiques
sont eectuees isolement sur chacune d'entre-elles lorsque, entra^nee par un uide au centre
d'une veine liquide, elle traverse la source d'excitation lumineuse (faisceau laser). Apres
intersection du rayon incident, la cellule diracte la lumiere. L'intensite de la lumiere
diractee dans l'axe (angle < 12°), est proportionnelle a la taille de la cellule (FSC :
forward scatter) ; celle diractee a 90° est representative de son contenu cytoplasmique
(SSC : side scatter).
Les signaux detectes par le systeme optique sont amplies, convertis en signaux electro-
niques puis en valeurs numeriques. Elles sont analysees gra^ce a l'unite informatique du
cytouorimetre. L'achage simultane des parametres, FSC, SSC traites par le logiciel,
visualise chaque cellule sur ecran sous forme de point. C'est le cytogramme, nuage de
signaux punctiformes qui appara^t (gure A.1 page suivante).
Selon les deux parametres, il est possible de distinguer dierentes populations cellulaires
et de tracer le contour de la population a etudier en excluant d'une part les debris sur les
criteres de petite taille (FSC) et petite granularite (SSC) et d'autre part les agregats situes
tres haut dans la partie superieure de l'ecran. La zone d'intere^t ainsi delimitee (appelee
fene^tre ou region) est la population cellulaire homogene. Seules les valeurs concernant
cette region sont analysees par l'emploi du logiciel. D'autres paires de signaux comme
FSC et Fluorescence peuvent e^tre considerees, de nouveaux points apparaissent represen-
tant chacun une cellule en fonction de sa taille et de la uorescence qui lui est associee.
La relation entre la population de la zone d'intere^t et la uorescence necessite une autre
presentation des donnees. Elles sont representees par des histogrammes de distribution de
frequence : l'axe horizontal correspond a l'etendue des canaux, l'axe vertical au nombre
de cellules par canal (gure).
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Annexe A. Principe de la cytometrie en ux
Le nombre de canaux est de 0 a 1023 en echelle lineaire, de 0 a 104 en mode logarithmique
utilise souvent pour les mesures d'intensite de uorescence dont les valeurs peuvent va-
rier de plusieurs ordres de grandeur. L'histogramme monoparametrique de la uorescence
montre la distribution des cellules marquees.
Figure A.1 { La cytometrie en ux.
Les mesures de taille, de contenu cellulaire, de uorescence etant realisees, l'exploitation
de ces donnees permet au sein d'une population cellulaire homogene d'exprimer en pour-
centages, les cellules marquees. Le cytouorimetre d'analyseur de cellules peut e^tre equipe
pour devenir trieur de cellules. Les cellules reperees sont deviees vers un tube collecteur et
ainsi isolees. La deection est realisee en utilisant des gouttelettes chargees electriquement
dans lesquelles se situent les cellules et sont deviees par un champ electrique permettant




techniques d'analyse et de caracterisation
De nombreuses techniques de caracterisation peuvent e^tre mises en uvre, souvent simul-
tanement, aupres d'une microsonde nucleaire.
PIXE (Particle Induced X-ray Emission) : la detection des raies X caracteristiques emises
par les corteges electroniques des atomes excites par les ions incidents, permet de
determiner la teneur de tous les elements presents plus lourds que le sodium, parfois
me^me que le carbone lorsque des detecteurs particuliers sont employes. En eet les
photons X emis par les elements plus legers sont trop peu energetiques pour e^tre de-
tectes. C'est donc une analyse chimique elementaire (acces au nombre Z de protons)
avec une sensibilite donnant acces a des elements trace jusqu'a des concentrations
de l'ordre de la ppm.
PIGE (Particle Induced Gamma-ray Emission) consiste a mesurer le spectre gamma
emis par les noyaux des atomes excites (excitation coulombienne en general) an
de doser certains elements legers (typiquement Z inferieur a 19). L'identication est
isotopique (acces a Z et au nombre de masse A).
NRA (Nuclear Reaction Analysis) permet, en choisissant la nature des ions incidents
et leur energie, d'induire des reactions nucleaires particulieres, parfois resonnantes.
Avec des ions de quelques MeV, seuls les element legers peuvent e^tre doses, en rai-
son de la barriere coulombienne trop elevee des noyaux lourds qui interdit toute
interaction nucleaire. On detecte alors soit les particules legeres produites par la re-
action, soit le rayonnement gamma emis. La probabilite de reaction presente parfois
une resonance etroite en fonction de l'energie du faisceau incident. En faisant varier
celle-ci, on peut alors determiner des prols de concentration en profondeur dans
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Annexe B. Microsonde nucleaire : techniques d'analyse et de caracterisation
l'echantillon. Cette methode est egalement isotopique (acces a A et Z).
RBS (Rutherford Backscattering Spectrometry) consiste a mesurer l'energie des ions
apres retrodiusion sur les noyaux cible. Cette energie etant caracteristique de la
masse du noyau diuseur, on a ainsi acces au nombre de masse A. Les ions su-
bissant un ralentissement electronique dans la matiere traversee, la methode est
sensible a la topographie et a l'organisation en profondeur du materiau etudie (par
exemple ordonnancement et epaisseur de couches minces, localisation d'impuretes
ou de contaminations en surface. . . ). En milieux organiques, elle permet en outre
d'acceder a la teneur en elements majeurs de l'echantillon (carbone, azote, oxygene)
et donc a sa masse.
STIM (Scanning Transmission Ion Microscopy) donne acces a l'epaisseur de l'echan-
tillon (ou plus exactement a sa masse surfacique en g/cm2), gra^ce a la mesure de
la perte d'energie du faisceau apres traversee de la cible. En mode imagerie, elle
permet de determiner la structure d'une coupe mince avec un contraste en densite
(structure d'une coupe de tissus biologiques par exemple). Comme la methode RBS,
la methode STIM permet d'acceder a la masse d'echantillons organiques.
Cette grande diversite de techniques ore une richesse d'information particulierement
interessante pour la caracterisation de materiaux. En particulier pour ce qui concerne
l'analyse elementaire, il est ainsi possible d'explorer quasiment tout le tableau periodique,
parfois me^me en une seule analyse, tout en conservant intact l'echantillon analyse.
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C
Les Macros developpees sous ImageJ pour
l'analyse d'image
ImageJ est un logiciel de manipulation et d'analyse d'images que l'on peut faire evoluer
gra^ce a la creation de macros (dans un langage propre au logiciel). Les macros ci-dessous
(annexees an qu'elles puissent e^tre reutilisees) permettent d'automatiser un ensemble de
traitement d'images pour la mesure de uorescence. Les commemntaires de codes debutent
par le symbole %.
C.1 Analyse de forme et enregistrement de la region
d'interre^t denie par chaque objet
list = getFileList(dir) ;
% pour se referer a un dossier ou se trouve les images a analyser
for (i = 0 ; i < list.length ; i++)
path = dir + list[i] ;
% Description du chemin de chaque chier image
open(path) ;
selectImage(1) ;
% selection de l'image pour l'analyser
run("Analyze Particles...",
"size=500-Innity circularity=0.00-1.00 show=Nothing add") ;
% analyse des objets selon leur taille et leur circularite
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Annexe C. Les Macros developpees sous ImageJ pour l'analyse d'image
roiManager("Save", path + "-RoiSet.zip") ;
% Enregistrement des ROI (region d'interre^t) correspondant a chaque objet
dans un chier du me^me nom mais avec une extention -RoiSet.zip.
roiManager("Delete") ;
close() ;
C.2 Mesure de la uorescence a partir d'une region
d'interre^t
list = getFileList(dir) ;
% pour se referer a un dossier ou se trouve les images a analyser
for (i = 0 ; i < list.length ; i++)
path = dir + list[i] ;
% Description du chemin de chaque chier image
open(path) ;
% Ouverture de l'image de uorescence sur laquelle doit e^tre eectuer les mesures
path2 = dir + list[i] + "-RoiSet.zip";
roiManager("Open", path2) ;
% Ouverture du chier contenant les ROI
roiManager("Measure") ;
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Resume L'eet de voisinage radio-induit s'observe dans les cellules voisines de cellules
irradiees mais non directement touchees par l'irradiation. A ce jour, les radicaux libres
sont consideres comme ayant un ro^le actif dans la survenue de reponse au voisinage, mais
leur implication n'est pas encore totalement denie. An de determiner leur impact dans
la reponse au voisinage, a la fois temporellement et spatialement, des irradiations par
microfaisceau de particules  sont mises au point an de cibler une fraction denie de
cellules au niveau du noyau dans une culture cellulaire. Les irradiations sont pratiquees
sur des cellules normales osteoblastiques a sous-conuence nommees MC3T3-E1. Deux
sources distinctes sont identiees dans les cellules comme productrices d'especes reactives
de l'oxygene apres irradiation ciblee : la membrane cytoplasmique et les mitochondries.
L'inhibition du stress oxydatif general observe apres irradiation par la lipin (destruc-
turant les radeaux lipidiques) met en evidence le ro^le premier de la membrane dans la
survenue d'eet de voisinage. Les consequences cellulaires de l'eet de voisinage sont aussi
etudiees a l'echelle de la cellule en termes de mort cellulaire et induction de micronoyaux.
Une fraction de 10 a 100% de cellules est individuellement ciblee dans la population cel-
lulaire. Dans ce cas, l'induction de mort mitotique et de micronoyaux augmentent dans
les cellules voisines, ainsi que dans les cellules directement irradiees. Ces observations de-
montrent un impact de l'eet de voisinage entre cellules irradiees selon un mode autocrine
ou paracrine. Cette etude indique une interaction complexe entre signaux relatifs a l'irra-
diation et signaux relatifs a l'eet de voisinage (dependant de la membrane) conduisant
a une amplication.de la reponse cellulaire originelle.
Mots-cles Eet de voisinage, irradiation par microfaisceau, especes reactives de l'oxygene.
Abstract Ionizing radiation-induced bystander eects arise in bystander cells that re-
ceive signals from directly irradiated cells. To date, free radicals are believed to play an
active role in the bystander response, but this is incompletely characterized. To mark
temporal and spatial impacts of bystander eect, we employed a precise -particle mi-
crobeam to target a small fraction of sub-conuent osteoblastic cell cultures (MC3T3-E1).
We identied the cellular membrane and mitochondira like two distinct places generating
reactive oxygen species. The global oxidative stress observed after irradiation was sig-
nicantly attenuated after lipin treatment, evidencing the pivotal role of membrane in
MC3T3-E1 cells bystander response. To determine impact of bystander eect at a cell
level, cellular consequences of this membrane-dependant bystander eect were then inves-
tigated. A variable fraction of the cell population (10 to 100%) was individually targeted.
In this case, mitotic death and micronuclei yield both increased in bystander cells as well
as in targeted cells demonstrating a role of bystander signals between irradiated cells in
an autocrine or paracrine manner. Our results indicate a complex interaction of direct
irradiation and bystander signals that lead to a membrane-dependant amplication of cell
responses.
Keywords Bystander eect, microbeam irradiation, reactive oxygen species.

